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RESUMEN 
Giardia intestinalis es un parásito que coloniza el intestino delgado del hospedero y 
causa una enfermedad conocida como giardiosis. El proceso de exquistación es 
fundamental para que Giardia pueda infectar a un nuevo hospedero. Es un proceso 
biológico muy interesante y poco conocido a nivel molecular, en donde la forma 
dormitante (quiste) detecta que las condiciones ambientales son las adecuadas para 
la reactivación celular.  
 
En este trabajo se estableció un método para la purificación de quistes del parásito a 
partir de muestras de pacientes, y se realizaron experimentos de exquistación. Se 
determinó si era necesaria o no la síntesis de novo de proteínas durante la 
exquistación de Giardia. Se analizaron cambios en el patrón de fosforilación durante 
las tres fases del proceso de exquistación usando una tinción específica de 
fosfoproteínas.  Se encontraron dos proteínas fosforiladas, y fueron identificadas 
usando MALDI-TOF. Se detectaron modificaciones en las dos proteínas que indican 
que pueden tener un papel en la exquistación del parásito. Además, por medio de 
experimentos de inhibición se estableció que la actividad serina-treonina kinasa es 
necesaria para que ocurra la citoquinesis en la fase final del proceso.  
En esta tesis se analizó la vía de señalización dependiente de calcio y calmodulina 
en Giardia. Por un lado, se identificaron posibles proteínas de unión a calcio de la 
familia EF-hand por medio de herramientas de bioinformática usando la base de 
datos del genoma del parásito; también se realizó un acercamiento experimental 
usando una tinción específica para proteínas de unión a calcio. Por otro lado, se 
clonó el gen de calmodulina del parásito y se obtuvo una proteína recombinante 
contra la que se desarrollo un anticuerpo altamente específico. Con el anticuerpo se 
realizaron experimentos de western-blot  y de inmunofluoresencia, que permitieron 
determinar el nivel de expresión y la localización de calmodulina durante la 
exquistación y enqustación de Giardia. Además, usando experimentos de pull-down 
x 
 
 
se aislaron e identificación por primera vez cuatro proteínas de unión a calmodulina 
en este organismo. 
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1. JUSTIFICACION 
 
La diferenciación entre diversas formas celulares en un ciclo de vida, es un 
mecanismo de adaptación que le permite a los parásitos diseminarse y multiplicarse. 
Esto ocurre con el parásito Giardia intestinalis, un protozoario que infecta humanos y 
otros mamíferos y causa una enfermedad intestinal conocida como giardiosis. 
Giardia intestinalis alterna entre dos formas celulares que le permiten sobrevivir en 
condiciones extremas durante su ciclo de vida: el quiste, es la forma infectiva que se 
caracteriza por ser resistente a las condiciones ambientales fuera del hospedero, 
debido a que posee un densa pared celular que lo protege; y el trofozoíto es la forma 
replicativa y móvil que coloniza el intestino delgado. Los procesos de diferenciación 
que componen el ciclo de vida en Giardia se denominan exquistación y enquistación. 
La exquistación da inicio a la infección, es un evento rápido que comprende el paso 
de quiste a trofozoíto. La enquistación es la diferenciación inversa, en que el 
trofozoíto pasa a la forma de quiste y que permite la diseminación del parásito. 
Aunque se han establecido cuales son las señales o estímulos iniciales que 
desencadenan los eventos de diferenciación; los mecanismos moleculares que le 
permiten al parásito pasar de una forma a la otra se desconocen en gran medida. 
  
Giardia intestinalis es un organismo muy interesante y atractivo como modelo para 
estudiar diferenciación celular por varias razones: primero, es considerado como el 
eucariote más tempranamente divergente; lo que permite suponer que sus 
mecanismos de diferenciación son posiblemente los más simples que se originaron 
durante la evolución. Segundo, su genoma ha sido completamente secuenciado, lo 
que permite utilizar valiosas herramientas bioinformáticas para su estudio. Tercero, el 
ciclo de vida completo puede ser reproducido in vitro por medio de técnicas de cultivo 
muy sencillas. Cuarto, como se mencionó antes Giardia es el agente causal de una 
enfermedad que es un problema de salud importante a nivel médico y veterinario, 
que ha empezado a presentar resistencia a los medicamentos utilizados 
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comúnmente para su control. Es posible, que en el futuro el conocimiento básico de 
la biología del parásito pueda generar nuevos blancos para una acción terapéutica 
más eficaz. 
 
El proceso de diferenciación denominado exquistación es fundamental para que 
Giardia pueda infectar a un nuevo hospedero. Biológicamente es una transición muy 
interesante, en donde la forma dormitante (quiste) detecta que las condiciones 
ambientales son las adecuadas, y rápidamente reactiva su metabolismo y empieza a 
replicarse. La exquistación de Giardia ha sido pobremente caracterizada, debido a 
limitaciones técnicas que no permiten tener quistes in vitro completamente “maduros” 
que sean capaces de exquistar. Nuestro propósito con este trabajo es contribuir a la 
caracterización molecular de este proceso, planteando y respondiendo preguntas 
básicas. ¿Depende la exquistación de síntesis de novo de proteínas?, ¿hay cambios 
globales específicos en el patrón de fosfoproteínas durante el proceso?, ¿Es 
fundamental la actividad kinasa para que se lleve a cabo esta transición? 
 
Por otro lado, para nosotros era muy importante profundizar sobre el papel que tiene 
la via de señalización dependiente de calcio y calmodulina; ya que la literatura y 
resultados previos de nuestro grupo de investigación indican que son claves en la 
exquistación del parásito. Calmodulina es considerada el principal mediador para 
señales de calcio en la célula, el complejo calmodulina-calcio regula la actividad de 
varias proteínas blanco, conocidas como proteínas de unión a calmodulina. Por esta 
razón nos enfocamos en determinar la expresión y localización de calmodulina 
durante la diferenciación del parásito; y en aislar e identificar proteínas de unión a 
calmodulina. Para realizar este trabajo, se hizo necesario aislar quistes in vivo que 
exquistan eficientemente, y de esta manera superar el “obstáculo” técnico. Durante el 
desarrollo de la tesis pudimos analizar y comparar varios aspectos de los dos 
procesos, exquistación y enquistación. Lo que nos permitio determinar varios 
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aspectos en los que se diferencian los quistes in vitro de los quistes in vivo y estarían 
explicando porque no son exactamente equivalentes. 
2. MARCO TEORICO 
Giardia intestinalis es un protozoario flagelado que infecta humanos y otros 
mamíferos, incluyendo perros, gatos, animales de granja y de vida silvestre. Giardia 
es un parásito anaerobio que coloniza el intestino delgado del hospedero, aunque no 
invade ni secreta toxinas causa una enfermedad conocida como giardiosis. La 
giardiosis es una infección que puede manifestarse con síntomas como diarreas 
persistentes, dolor abdominal y pérdida de peso, o puede presentarse como una 
infección asintomática. Esta enfermedad esta distribuida a nivel mundial, pero tiene 
una alta incidencia en los países en vía de desarrollo, en donde afecta especialmente 
a la población infantil [1, 2]. Su diseminación se debe principalmente al consumo de 
agua no potable, y también al contacto persona a persona. En Colombia, no hay 
datos actualizados sobre la prevalencia de la giardiosis a nivel nacional. Sin 
embargo, estudios recientes en diferentes regiones del país reportaron entre el 12 y 
13% de prevalencia en niños [3-5].  
 
Más allá de ser un problema importante a nivel de salud pública y medicina 
veterinaria, Giardia intestinalis ha despertado un gran interés en la comunidad 
científica porque es considerado un organismo muy elemental. La caracterización de 
sus procesos biológicos puede generar un conocimiento importante, que 
posiblemente permita a largo plazo comprender los mecanismos de diferenciación en 
otros protistos. Giardia es considerado antiguo con base en estudios filogenéticos 
que lo ubicaron en la base del árbol eucariote, y porque carece de organelos típicos 
como la mitocondria, perixosomas y aparato de Golgi [1, 6, 7]. Recientemente se ha 
presentado controversia acerca de su condición de eucariote antiguo, debido a que 
se demostró que Giardia poseé mitosomas (pequeños organelos rodeados de doble 
membrana) lo que implica que alguna vez tuvo mitocondria y que luego la perdió.  
Esto puso ser consecuencia de la adaptación al estilo de vida parasitario ya que es 
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un organismo altamente adaptado a su medio ambiente [8,9]. A pesar de esta 
controversia, el análisis del genoma de Giardia sigue soportando fuertemente la idea 
de que es un organismo que divergió muy tempranamente en la evolución y que 
posee una maquinaria molecular muy simplificada comparada con organismos que 
divergieron posteriormente [10]. Estas características hacen a Giardia un modelo de 
estudio muy valioso e interesante.  
 
2.1 Ciclo de vida de Giardia intestinalis 
El ciclo de vida de G. intestinalis es sencillo y oscila entre dos formas celulares 
claramente diferenciadas y perfectamente adaptadas a condiciones 
medioambientales distintas: el trofozoíto, es la forma replicativa responsable de la 
sintomatología de la enfermedad; el quiste es la forma infectiva encargada de la 
transmisión al hospedero susceptible. 
 
2.1.1Trofozoíto 
El trofozoíto de Giardia (figura 1) es una célula anaerobia que coloniza la parte 
superior del intestino delgado del hospedero, allí se establece multiplicándose 
asexualmente por fisión binaria. El trofozoíto es una célula móvil que se caracteriza 
porque tiene dos núcleos diploides que son transcripcionalmente activos e idénticos 
en cuanto a contenido de ADN  [1, 11-13]. El citoesqueleto del trofozoíto es bastante 
complejo y establece una polaridad celular anterior-posterior, y dorsal-ventral. Posee 
cuatro elementos estructurales principales: ocho flagelos originados en cuerpos 
basales, un disco ventral, el funis y los cuerpos medianos. Los flagelos se localizan 
en diferentes sitios celulares, según el sitio donde emerjan  se denominan  anterior, 
posterior, caudal y ventral. El disco ventral es una estructura única y esencial que 
usa el parásito para adherirse a las células intestinales, al parecer por medio de una 
fuerza de succión. Se han identificado las proteínas que componen el disco ventral, 
las mayoritarias son α y β tubulina y varios miembros de la familia de las giardinas 
(alfa, beta, gama y delta) [14]. La adhesión del parásito causa daños mecánicos 
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sobre las células del intestino y se considera como un factor de patogenicidad [15].  
La función del funis y de los cuerpos medianos aún no ha sido completamente 
establecida, pero se ha sugerido que pueden servir de reserva de microtúbulos para 
la célula, de sitios de nucleación de microtúbulos que son incorporados en el disco 
ventral, o que pueden actuar en el movimiento de flexión vertical del parásito [16, 17].  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2 Quiste  
Es la forma infectiva del parásito, es metabolicamente pasivo comparado con el 
trofozoíto. Es una célula ovalada cubierta por una pared que tiene entre 0.3 y 0.5 m 
de grosor (Figura 2). La pared le confiere una alta resistencia a las condiciones del 
medio ambiente que debe enfrentar, una alta presión de oxígeno, la lisis hipotónica, y 
el paso a través de un medio fuertemente ácido en el estómago del hospedero. La 
pared es una estructura rígida, compuesta por una capa externa filamentosa y una 
capa interna membranosa (dos membranas) que rodea el espacio peritrófico y que 
parece servir de anclaje para la capa externa [18]. La capa externa esta constituida 
por un homopolímero de N-acetil galactosamina asociada con proteínas en una 
relación 3:2 peso a peso [19]. De las proteínas que componen la pared, las que han 
 
Figura 1 Trofozoíto de Giardia intestinalis. Esquema general de un trofozoíto en donde 
se señalan las principales estructuras (izquierda). Derecha imagen al microscopio de 
transmisión de luz de trofozoítos teñidos con Giemsa.  
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sido ampliamente caracterizadas son las CWP’s1-3 (Cyst wall Protein) y se 
describirán en detalle en la sección de enquistación. La estructura interna del quiste 
presenta cuatro núcleos diploides, normalmente agrupados hacia un extremo de la 
célula. Posee vacuolas periféricas en donde se encuentran enzimas de tipo fosfatasa 
ácida [20] y cisteína proteasa [21], el disco ventral se encuentra desensamblado y 
sus fragmentos se concentran en cuatro bloques, también son visibles los axonemas 
de los flagelos [14]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2 Procesos de Diferenciación 
El sistema de diferenciación quiste a trofozoíto y trofozoíto a quiste, quizás sea uno 
de los más sencillos que han desarrollado los eucariotes y le permite a Giardia 
intestinalis transmitirse y multiplicarse. El paso del quiste infectivo al trofozoíto 
intestinal se denomina exquistación y la transición del trofozoíto replicativo al quiste 
resistente, se denomina enquistación. La exquistación y enquistación son procesos 
muy distintos, implican transformaciones morfológicas muy drásticas, regulación 
génica, cambios en metabolismo y movilidad. Cada uno de estos procesos se 
desencadena como respuesta a las condiciones que perciba el parásito en el 
hospedero. 
 
Figura 2 Quiste de Giardia intestinalis. Esquema de la estructura de un quiste en donde 
se señalan las principales estructuras (izquierda) Nu:núcleos, Ax: axonemas, CW: pared 
del quiste, MB: cuerpos medianos. Derecha, imagen al microscopio de transmisión de luz 
de un quiste teñido con lugol. Adaptado de www.tulane.edu/~wiser/protozoology/notes 
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2.2.1 Exquistación 
El proceso de exquistación es fundamental para que Giardia pueda infectar a un 
nuevo hospedero. Biológicamente es una transición muy interesante, en donde la 
forma dormitante (quiste) detecta que las condiciones ambientales son las 
adecuadas para reactivar su metabolismo y empezar a replicarse. Un aspecto muy 
importante de la exquistación es que ocurre en un lapso de tiempo muy corto, se 
estima que toma entre 15 y 30 minutos [22, 23]. En este tiempo el parásito 
desencadena un proceso organizado de remodelamiento estructural y modulación 
génica para liberarse de la pared del quiste. Se ha establecido que el estímulo que 
induce la exquistación es el cambio drástico en pH y temperatura al que es expuesto 
el quiste en el hospedero [22]. De temperatura ambiente y un pH cercano a la 
neutralidad pasa a 37oC y un pH aproximado de 2 en el estómago. Luego, el quiste 
llega al intestino donde es sometido a la acción de una mezcla compleja que  incluye 
bicarbonato, que eleva el pH hasta la neutralidad, enzimas digestivas como tripsina y 
quimotripsina, además de sales biliares. En este sitio es donde se da propiamente la 
exquistación o liberación del parásito “encapsulado” en el quiste. 
 
Estudios de microscopia han reportado los cambios morfológicos que ocurren 
durante la exquistación in vitro [23, 24]. Se ha observado que al inicio del estímulo 
cuando los quistes son expuestos al medio ácido, el espacio entre el parásito y la 
pared del quiste aumenta (espacio peritrófico) y el disco ventral se reorganiza, estos 
son los cambios que indican que el proceso de exquistación ha iniciado [24]. Durante 
la exposición de los quistes a una solución de proteasas débilmente alcalina 
(simulando la llegada al intestino), la pared del quiste se comienza a degradar. En la 
figura 3 se presentan imágenes en secuencia de microscopia electrónica de escaneo 
[23]. Al colocar los quistes (panel 1) en el medio de cultivo normal se observa el 
surgimiento de los flagelos a través de una pequeña abertura, sobre un polo del 
quiste (panel 2 y 3). Esta abertura aumenta con rapidez, resultando en una grieta 
longitudinal de la pared del quiste, la cual se abre rápidamente, liberando al 
exquizoíto, así se le denomina al parásito recién emerge del quiste (panel 4). El 
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exquizoíto presenta una forma casi esférica, con su superficie uniforme (panel 5-8). 
Tiene pocos rasgos morfológicos distintivos, excepto en la región  posterior donde los 
flagelos emergen del organismo. El exquizoíto rápidamente (5 minutos) se divide, y 
se observan dos trofozoítos hijos, unidos a lo largo de la parte media de la célula 
(panel 9-12).  Cada uno de estos trofozoítos se dividirá de nuevo sin necesidad de 
replicación de ADN, lo que implica que de cada quiste se están generando cuatro 
trofozoítos [25]. 
 
Aunque el estimulo que desencadena el paso de quiste a trofozoíto se conoce y los 
cambios morfológicos también han sido descritos, los mecanismos moleculares que 
están implicados en la exquistación del parásito aún no se han determinado. Son 
pocos los estudios reportados, debido a que el proceso no es fácil de reproducir a 
partir de quistes obtenidos in vitro y las eficiencias que se obtienen son muy bajas 
[21, 25, 26]. Es por ello, que la exquistación a partir de quistes in vivo obtenidos de 
pacientes con giardiosis es una buena alternativa y fue la utilizada en esta tesis.  
 
 
La exquistación puede dividirse en dos fases: la fase I corresponde a la detección del 
estímulo y la fase II corresponde a la liberación del parásito.  Se sabe que el quiste 
contiene unas vacuolas que asemejan los lisosomas eucariotes, en donde se ha 
detectado actividad fosfatasa ácida [20] y cisteina proteasa del tipo catepsina-B [21]. 
Se ha sugerido que durante la fase I, el pH ácido esté activando la liberación del 
contenido de estas vacuolas en el espacio peritrófico, y de esta manera se facilite la 
defosforilación y degradación de las proteínas que componen la pared del quiste [27]. 
De otra parte, no está muy claro si las proteasas del hospedador son esenciales para 
la exquistación, porque los resultados cambian dependiendo del origen de los 
quistes. Sí se utilizan quistes in vivo, no es necesario el tratamiento con proteasas 
para la liberación del parásito. Por el contrario, si en el proceso se utilizan quistes 
obtenidos in vitro es indispensable el tratamiento con quimotripsina [26].  
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Figura 3  Imágenes del proceso de exquistación de Giardia intestinalis. Imágenes de microscopia electrónica de escaneo tomadas de la 
referencia 23. Al colocar los quistes (panel 1) en el medio de cultivo normal se observa el surgimiento de los flagelos a través de una pequeña 
abertura, sobre un polo del quiste (panel 2 y 3). Esta abertura aumenta con rapidez, resultando en una grieta longitudinal de la pared del quiste, la 
cual se abre rápidamente, liberando al exquizoíto, así se le denomina al parásito recién emerge del quiste (panel 4). El exquizoíto presenta una 
forma casi esférica, con su superficie uniforme (panel 5-8). Tiene pocos rasgos morfológicos distintivos, excepto en la región  posterior donde los 
flagelos emergen del organismo. El exquizoíto rápidamente (5 minutos) se divide, y se observan dos trofozoítos hijos, unidos a lo largo de la parte 
media de la célula (panel 9-12). En el panel 13 se observa un trofozoíto. 
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Con respecto a las vías de señalización involucradas en la “reactivación celular” del 
parásito, se ha determinado que proteínas como PKA  (proteína kinasa A)[28], 
calmodulina [29, 30] y la PP2A (Proteína fosfatasa 2A)[31] tienen un papel importante 
durante la exquistación. La PKA y la PP2A son moduladores claves durante la 
primera etapa de inducción ácida, lo que estaría indicando que en la fase I se deben 
presentar cambios a nivel de fosforilación muy importantes. En cuanto a  
calmodulina, parece cumplir un papel en la segunda etapa, la de liberación del 
exquizoíto. Probablemente en esta fase el calcio juega un papel relevante en toda la 
reorganización del citoesqueleto, lo que es necesario para recuperar la movilidad del 
parásito. Experimentos reportados por Reiner y colaboradores [30] y también 
realizados por nosotros [32] alterando los niveles de calcio intracelular durante la 
exquistación, dan como resultado una fuerte inhibición del proceso.  Lo que soporta 
la hipótesis de que el calcio debe estar fuertemente implicado en la señalización 
durante la exquistación. Sin embargo, aparte de calmodulina no se ha descrito la 
participación de otras proteínas de unión a calcio ni tampoco se han caracterizado 
proteínas de unión a calmodulina en Giardia. Otro hecho importante, es que se ha 
establecido que tanto PKA, calmodulina y PP2A coinciden en localización celular se 
ubican, aunque no de forma exclusiva, en los cuerpos basales de los flagelos [28, 30, 
31]. Los cuerpos basales son estructuras organizadoras de microtúbulos, que dan 
origen a los flagelos y se encuentran como cuatro pares entre los dos núcleos del 
parásito. Se ha planteado que los cuerpos basales pueden ser centros de control 
celular muy importantes durante la diferenciación del parásito [31]. 
 
Aunque la exquistación es un proceso muy rápido, durante sus fases se han 
encontrado complejos cambios a nivel transcripcional, la aparición, desaparición o 
cambios en la abundancia de transcritos [24].  En nuestro Laboratorio hemos 
identificado cambios en el mRNA para enzimas del metabolismo [33], para genes de 
componentes de la vía de ubiquitinación [34] y para genes involucrados en 
recombinación meiotica [35]. También se han reportado cambios en transcripción 
para el gen de la proteína fosfatasa 2A [31], en genes de la familia de las giardinas 
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[14], y para los genes VSPs [36]. Nosotros hemos encontrado en el caso de enzimas 
del metabolismo que el nivel de transcrito concuerda con el nivel de proteína [37]. El 
mismo comportamiento ha sido reportado para PP2A y para la VSP TSA-417[36], 
pero no ha sido así para las proteínas que componen el disco ventral [14]. Estas 
evidencias señalan que la exquistación, no es sólo un proceso de re-arreglo 
mecánico de componentes, por el contrario es un proceso muy bien regulado. Con 
cambios significativos en la transcripción de genes dirigidos a generar las 
condiciones metabólicas y antigénicas necesarias para el desarrollo de los 
trofozoítos. 
 
2.2.2 Enquistación 
La enquistación implica el paso de trofozoíto a quiste y representa una de las 
respuestas adaptativas más primitivas desarrolladas por los eucariotes, frente a 
condiciones adversas del ambiente. La enquistación es un fenómeno gradual, 
bastante más complejo que el de exquistación, ocurre en la parte baja del intestino 
en el hospedero. Su duración no está bien definida porque depende del método y la 
cepa de parásitos utilizada, pero en general se considera que tarda 48 horas. In vitro 
se ha podido inducir la enquistación por diversos tratamientos y con diferentes 
eficiencias. Por ejemplo, usando sueros deficientes en lipoproteínas o por la adición 
de bilis en diferentes concentraciones (0.5-10mg/mL) y de diversas fuentes (bovina o 
porcina), esto acompañado de un leve incremento en el pH del medio (de 7.0 a 
7.8)[26, 38]. Se ha establecido que la señal que desencadena el proceso es la 
carencia de colesterol [39], y que esta señal sólo es necesaria durante las primeras 
horas  en donde se activan las vías que comprometen al parásito a diferenciarse, y 
que luego de este período el proceso es irreversible [40]. En la transformación de 
trofozoíto a quiste el parásito experimenta cambios bioquímicos que pueden 
agruparse en 3 etapas [38]: 1) recepción del estímulo y regulación génica específica 
de la enquistación, 2) síntesis y transporte intracelular de los componentes de la 
pared del quiste y 3) ensamblaje de la pared extracelular. Simultáneamente con 
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estos cambios ocurren otros procesos como división nuclear, desmantelamiento del 
disco adhesivo, internalización de los flagelos e inactivación de vías metabólicas [41].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cuanto al estímulo, se ha planteado que la carencia de colesterol puede alterar la 
fluidez de la membrana del parásito, esto a su vez puede servir de señal de dos 
maneras: en primer lugar conduciría a la activación de diversas vías de transducción 
de señales, lo que induciría la expresión de los genes específicos de enquistación. 
También se puede considerar el caso inverso, en lugar de activación es posible que 
el colesterol este reprimiendo los genes para la enquistación cuando éste se 
encuentra en grandes cantidades [38]. Otra posibilidad es una activación génica 
mediada directamente por el receptor Ck, que se une a colesterol específicamente y 
que puede estar activando factores de transcripción del tipo SREBP (Sterol 
regulatory element binding-proteins)[42].   
 
Los estudios acerca de la enquistación se han centrado en gran medida en el 
procesamiento, transporte y ensamblaje de las tres proteínas mayoritarias de la 
Figura 4 Imágenes del proceso de Enquistación de Giardia intestinalis. Tomadas de 
la referencia [41] de izquierda a derecha muestran un trofozoíto vegetativo, un trofozoítos 
después de 21 y 42 horas de enquistación, y un quiste resistente al agua. Los trofozoítos 
enquistantes gradualmente  se redondean y generan numerosas  vesículas específicas de 
enquistación (ESVs), señaladas con la punta de la flecha, que transportan los 
componentes de la pared del quiste indicada con la flecha. F: flagelos la barra 
corresponde a 5μm. 
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pared del quiste, a las cuales se les ha denominado CWP1[43], CWP2 [44] y CWP3 
[45] por sus siglas en inglés (Cyst Wall Protein). Estas proteínas  CWP 1-3 son 
similares, tienen un peso molecular de 26, 39 y 27 kDa respectivamente. Se 
caracterizan por ser ácidas, contienen una región N-terminal hidrofóbica con un 
péptido señal que las conduce a la vía de secreción. Poseen un dominio C-terminal 
rico en cisteína que les permite formar homo y heterodímeros por medio de enlaces 
disulfuro, y varias copias de una repetición rica en leucina implicada en interacciones 
proteína-proteína [46]. La expresión de las CWP’s es controlada de forma coordinada 
a nivel transcripcional durante la enquistación. Se ha determinado que la actividad de 
una aminopeptidasa localizada sobre la membrana plasmática, esta involucrada en la 
señalización que lleva a la activación de los genes cwp’s [47]. También se ha 
determinado, que factores de transcripción del tipo SREB [48],  de la familia Myb [49-
51], de la familia GARP[52] y del tipo ARID [53] están participando en la regulación 
de estos genes. Sin embargo, aún no esta completamente establecido que otros 
factores de transcripción están implicados ni como interactúan entre ellos para 
inducir la expresión de los genes cwp’s.   A medida que se van sintetizando las 
proteínas CWPs son concentradas y transportadas en unas organelas llamadas 
vesículas específicas de enquistación (ESVs), que son gránulos electrodensos 
rodeados por membrana que se generan de novo durante el proceso de enquistación 
[54]. Acerca de la biogénesis de las ESVs hay controversia porque se ha planteado 
que se comportan como un trans-Golgi [55, 56]. Sin embargo, la evidencia apunta a 
que son compartimientos derivados del reticulo endoplásmico (ER)[46]. Las vesículas 
específicas de la enquistación (ESVs), son la característica morfológica más notable 
que aparece cuando el parásito esta enquistando. En estas organelas ocurren varios 
procesos enzimáticos cruciales, que permiten la maduración de las CWP’s. Se 
forman enlaces disulfuro intermoleculares entre ellas mediados por tres disulfuro 
isomerasas (PDI) [57, 58] Estas PDI tienen actividad transglutaminasa  que permite 
formar enlaces isopeptídicos generando complejos proteícos más resistentes. 
Además, las CWP’s son fosforiladas [27] aunque no se ha identificado la kinasa 
responsable de esta modificación, ni el efecto que tiene sobre las proteínas. También 
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se ha establecido la importante acción de una proteasa lisosomal la ESCP 
(encystation specific cysteine protease)[59, 60] que retira la extensión C terminal de 
la proteína CWP2. Este procesamiento es vital, porque solo CWP2 madura (26 kDa) 
es incorporada a la pared, si no se da el procesamiento no se forma el quiste.  
Finalmente, es posible que el calcio este regulando la liberación del contenido de 
estas vesículas, ya que una proteína de unión a calcio la gGSP (granule-specific 
protein) presente en las ESVs está implicada en la descarga durante la exocitosis 
[61]. El resultado más importante de la enquistación es la formación de la pared del 
quiste. Aunque se tiene información sobre varios aspectos del proceso, aún se 
desconoce como son liberados y organizados los componentes de la pared.  
 
Acerca de las vías de señalización comprometidas en el proceso de enquistación, se 
han identificado algunas homólogos de la familia de proteínas kinasa activadas por 
mitógeno (MAPK) llamadas ERK1 y ERK2 [62]. Para estas proteínas se determinó 
que presentan diferente localización subcelular y diferentes niveles de actividad. Al 
parecer se necesita una reducción en la actividad kinasa de ERK2 para que el 
parásito pueda enquistar, y un aumento en la de ERK1 al inicio del proceso. De otro 
lado, se reportó un aumento en la expresión de la PKCβ durante la enquistación y se 
encontró que la inhibición de su actividad disminuye la capacidad del parásito para 
enquistar [63]. Algo similar ocurre con la proteína fosfatasa 2A (PP2A), cuya 
inhibición afecta negativamente la enquistación porque bloquea la expresión de las 
proteínas CWP’s [31]. En cuanto a la PKA (Proteína kinasa A) se determinó que su 
actividad aumenta durante la enquistación, al parecer porque la subunidad 
reguladora es degradada durante el proceso [64]. En resumen, aunque se ha 
acumulado bastante información sobre el proceso de enquistación (mucho más que 
sobre el de exquistación) aún hay grandes vacíos, que no permiten tener una imagen 
clara de los eventos moleculares que le permiten al parásito entrar en ese estado de 
quiescencia. 
  
 
16 
 
 
2.3 Transducción de señales 
Como se describió anteriormente, Giardia intestinalis se diferencia en respuesta a los 
estímulos y diversos ambientes que le proporciona el hospedero mamífero. En las 
células eucariotas, normalmente las señales extracelulares pueden ser detectadas a 
través de receptores sobre la membrana, o si esas señales son lo suficientemente 
pequeñas e hidrofóbicas ellas pueden  atravesar la membrana. Una vez se ha 
detectado esta “primera” señal, el receptor transduce (convierte) el evento de unión 
en señales intracelulares que modifican el comportamiento de la célula. Estas 
señales intracelulares, están constituidas por cadenas de proteínas de señalización y 
pequeñas moléculas que pueden transducir, amplificar o integrar la señal. Cuando la 
respuesta se basa en proteínas ya existentes esta puede darse en segundos. Si se 
requiere expresión de genes y síntesis de nuevas proteínas, usualmente pueden 
necesitarse horas. Las pequeñas moléculas que actúan en la transducción son 
llamados segundos mensajeros, son generados en gran número y se difunden 
rápidamente transmitiendo la señal a diferentes partes de la célula. Algunos como el 
cAMP (AMP cíclico), el IP3 (inositol trifosfato) y el Ca2+ son solubles en agua y se 
difunden en el citosol. Otros como el DAG (di-acil glicerol) son solubles en lípidos y 
se difunden en la membrana [65].  
 
2.3.1 Calcio un segundo mensajero ubicuo  
El ión calcio es reconocido como un mensajero esencial, es responsable de la 
regulación de un amplio rango de procesos celulares. En células diferenciadas regula 
funciones tan específicas y diversas como contracción muscular, exocitosis, 
metabolismo de segundos mensajeros, control del ciclo celular, metabolismo 
energético y regulación de la transcripción, entre otras. Sin embargo, el calcio en 
altas concentraciones es citotóxico para la célula. Por ello los niveles de calcio 
intracelular son mantenidos entre 20-100nM, muy por debajo de las concentraciones 
que se encuentran normalmente en los fluidos extracelulares (rango mM). La función 
de mensajero la debe ejecutar junto con un sistema muy estricto que mantiene la  
homeostasis de calcio interno. Como se muestra en la figura 5, el sistema esta 
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compuesto por bombas de calcio que sacan el ión al exterior de la célula o lo 
transportan a depósitos intracelulares (retículo endoplásmico), por intercambiadores 
de iones (Na+/Ca2+), por canales que permiten su ingreso y  por proteínas de unión a 
calcio que lo secuestran [66].  
 
2.3.2 Proteínas de unión a calcio 
En respuesta a un estímulo la concentración de calcio intracelular puede aumentar 
rápidamente, por la entrada de calcio extracelular o por la liberación del ión a partir 
de los depósitos internos. Este cambio de concentración es una señal, que es 
detectada en la célula por las proteínas que se unen a calcio. Estas proteínas 
pueden ser subdivididas en dos grupos: Las proteínas  sensores que tienen papel 
en transducción de las señales de calcio, ellas cambian de conformación después de 
unir el ión y luego interactúan con sus proteínas blanco. Las proteínas buffer que 
actúan como transportadores o buffers de calcio. Su principal función es mantener la 
homeostasis, por ello tienen una alta capacidad de unión normalmente se localizan 
en los depósitos intracelulares [67-69]. 
 
2.3.2.1 Proteínas EF-hand 
La mayoría de proteínas de unión a calcio presentan un dominio estructural de 40 
aminoacidos, conocido como mano EF (EF-hand)  que consiste de un loop  
flanqueado por dos α-hélices. El loop prototipo o consenso posee doce aminoácidos 
en donde los residuos implicados en la coordinación del ión son muy conservados. 
Los aminoácidos 1,3,5 en el loop son ligandos monodentados, el residuo 12 es 
bidentado, ellos coordinan al ión a través de los átomos de oxígeno presentes en su 
cadena lateral. El residuo 7 lo hace por medio del oxígeno del grupo carbonilo de la 
unión peptídica y el séptimo ligando puede ser el residuo 9 o una molécula de agua 
[70]. Las afinidades de unión a calcio de las proteínas EF-hand varían 
substancialmente (Kd= 10-4 a 10-9M) y esto depende de la secuencia de aminoácidos 
en el loop del dominio EF-hand. 
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Esta diferencia en afinidad permite que existan dos tipos de dominios EF-hand, los 
reguladores y los estructurales. Los dominios EF-hand reguladores se encuentran en 
proteínas que actúan como sensores y su principal característica es que al unir calcio 
hay grandes cambios en su conformación, en el caso de calmodulina las dos α 
hélices se mueven y quedan casi perpendiculares entre sí exponiendo una superficie  
hidrofóbica que le permite interactúar con sus blancos. Los dominios EF-hand 
estructurales se encuentran en proteínas buffers, unen calcio con mayor afinidad, 
 
 
 
 
 
Figura 5  Homeóstasis de calcio en la célula. Tomada de la referencia 66. Los 
transportadores de calcio en la membrana plasmática (PM) de células animales. Estos 
canales son activados por potencial, por ligando o si están vacíos los depósitos 
intracelulares. Los canales sobre el retículo endoplásmico (ER) se activan por IP3 o 
cADPr. La ATPasa (bomba) de calcio se encuentra sobre la membrana plasmática 
(PMCA) y sobre el ER (SERCA). La envoltura nuclear que es una extensión del ER 
contiene los mismos transportadores que éste. Los intercambiadores NCX y sobre la 
membrana interna de la mitocondria (MNCX). También se muestran las proteínas de 
unión a calcio.  
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pero sus cambios estructurales son pequeños y le confieren mayor estabilidad a la 
proteína. En muchas proteínas los dominios EF-hand no se presentan en forma 
individual sino en pares unidos por una estructura corta en hoja  antiparalela, de 
esta forma se aumenta la afinidad por calcio ya que los dominios actúan en forma 
cooperativa. Además, sobre una misma proteína pueden presentarse dominios 
estructurales y reguladores, como ocurre con la troponina C. En la tabla 1 se 
presentan algunos ejemplos de proteínas de la familia EF-hand, con el número de 
dominios EF-hand que poseen y su función. [68]  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Existen otras proteínas de unión a calcio que no presentan el dominio EF-hand: estas 
proteínas se caracterizan por unirse a fosfolípidos de una manera dependiente de 
calcio, y se clasifican en dos grupos: Anexinas y proteínas con región C2 
 
 
Tabla 1. Algunos miembros de la familia de proteínas EF-hand. Tomada de la 
referencia 68  
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2.3.2.2 Anexinas. 
Con este nombre se conoce a una familia de proteínas que poseen un dominio de 
unión a calcio llamado el “plegamiento endonexina”. La principal característica de 
estas proteínas es que se unen a membranas que contienen fosfolípidos cargados 
negativamente, y esta unión es regulada por calcio. Se les dio el nombre de Anexina 
porque se pensó que ellas debían funcionar “anexando” proteínas con 
biomembranas en respuesta a una señal de calcio [67].  A diferencia de lo que ocurre 
con las EF-hand, los residuos responsables de ligar el ión calcio no se encuentran 
adyacentes en la secuencia, y las anexinas poseen varios sitios de unión al ión con 
diferente afinidad. El dominio de unión a calcio y membranas se localiza hacia el C 
terminal de la proteína, este dominio posee cuatro repetidos anexina, cada uno de 70 
aminoácidos en longitud, organizados en forma muy compacta con estructura helical 
(plegados en 5 α-hélices) que le dan a la proteína una forma ligeramente curva, con 
una superficie cóncava y otra convexa. El dominio N terminal es muy variable en 
longitud (0-191 aa) y le confiere propiedades específicas a cada anexina.  
 
La mayoría de especies eucariotes posee un amplio repertorio, entre 1 a 20 genes 
anexina [70]. Estas proteínas han sido clasificadas en familias, la familia A agrupa a 
las que son comunes en vertebrados (A1-A13). Las anexinas de invertebrados se 
clasifican en la familia B, en C se encuentran las de hongos y algunos eucariotes 
unicelulares. La familia D, corresponde a las de plantas y E a la de protistos [70]. La 
función precisa de la mayoría de Anexinas se desconoce, pero datos recientes están 
dando luces acerca de su papel celular. Una característica importante que se ha 
demostrado in vitro, es que muchas anexinas después de unirse a membranas se 
oligomerizan, y forman arreglos bidimensionales altamente ordenados que pueden 
modificar las propiedades de las membranas, por ejemplo aumentar su rigidez [71, 
72]. Algunas anexinas pueden participar en vías de señalización que regulan la 
proliferación y diferenciación celular. Existen ejemplos en donde son fosforiladas por 
kinasas (receptor EGF) que tienen relación con estas funciones, y la fosforilación 
cambia su distribución celular, como ocurre con A1. Por otro lado, a pesar de que no 
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poseen una secuencia señal que las dirija a la vía de secreción, algunas de ellas han 
sido claramente identificadas en fluidos extracelulares. En donde pueden actuar 
como anticoagulantes, es el caso de A5.  También funcionan como proteínas de 
andamiaje, se ha determinado la anexina A2 es reclutada a los dominios rafts 
(Dominios de membrana ricos en colesterol) y que sirve como plataforma para el 
ensamblaje de actina [72]. En forma abreviada otras funciones que pueden tener las 
anexinas son: como canal iónico, en el transporte endocítico, en eventos de 
exocitosis, en la interacción citoesqueleto y membrana plasmática, y en el transporte 
de ARN o exporte desde el núcleo [71, 72].  
 
2.3.2.3 Proteínas con región C2. 
El dominio C2 comprende una región de aproximadamente 130 aminoácidos, que fue 
inicialmente caracterizado en las isoformas clásicas (α, β, ) de la PKC (Proteina 
Kinasa dependiente de Calcio). Este dominio es un modulo de unión a fosfolípidos y 
calcio, que se encuentra presente en otras proteínas de unión a calcio como las 
fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A2 (PLA2 ) y sinaptotagmina, entre muchas otras. Las 
proteínas con dominio C2 actúan en transducción de señales y en tráfico de 
membranas: En la primera categoría se pueden incluir: PLA2, PLC y fosfatidilinositol 
3-kinasas (PI3K), que generan segundos mensajeros lipídicos; PKC en fosforilación 
de proteínas; Ras-GAP en activación de GTPasas; y Nedd4 que es una ubiquitina 
ligasa en degradación de proteínas. En la segunda categoría se encuentra 
sinaptotagmina (la mejor caracterizada a nivel bioquímico), presente en las vesículas 
sinápticas que tiene un importante papel en la liberación de neurotransmisores; 
Rabfilina-3, perforina, y RIM entre otras [73]. 
Es importante anotar que no todas las proteínas que tienen dominio C2 son 
reguladas por calcio, por ejemplo las formas atípicas de PKC ( , , , ). Los estudios 
estructurales han revelado que el dominio C2 tiene la forma de un sándwich de dos 
hojas β, cada una compuesta por 4 bandas. Las bandas β están conectadas por 3 
loops en la parte superior del dominio y 4 en la parte inferior. Los iones calcio son 
ligados exclusivamente en los loops de la parte superior, como se  muestra en la 
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figura 6. Existen dos prototipos de dominio topología I o II, que fueron determinados 
en la sinaptotagmina (Tipo I) y en la PLC (Tipo II), que no tienen grandes diferencias 
en la estructura tridimensional del dominio, pero sí en la organización de las bandas 
β. A diferencia de lo que ocurre con los dominios EF-hand, la unión del dominio C2 a 
calcio no causa grandes cambios conformacionales [74]. Al parecer la unión del 
calcio estabiliza la estructura porque genera cambios electrostáticos, que son 
importantes para que la proteína se una a la membrana. Se ha determinado que la 
afinidad del dominio C2 por calcio aumenta en presencia de membranas blanco, 
posiblemente porque los fosfolípidos están completando la esfera de coordinación 
del ión calcio; y éste actuaría como un puente entre la proteína y la membrana [73-
75].     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Diagrama de cintas de las estructuras del dominio C2.  Tomada de la referencia 74. 
Dominio C2A de sinaptogamina I (A) y el dominio C2 de PLC 1 (B) y diagrama esquemático de la 
topología de las bandas β(C). En A y B se indican la localización de los dominios N y C terminal, y 
los loops de unión a calcio. Cada loop se muestra en un complejo con tres iones calcio (esferas 
de color naranja). En C las bandas β están numeradas en el orden de la secuencia primaria y se 
señalan los loops de unión a calcio.  
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2.3.3 Calmodulina 
La calmodulina (CaM) es la proteína de unión a calcio mejor caracterizada y es el 
prototipo de la familia EF-hand. Es reconocida como el sensor primario de calcio en 
la célula, es una proteína intracelular pequeña (148aa), de carácter ácido, estable al 
calor, que se encuentra presente en todos los organismos eucariotes. Además, es 
altamente conservada a nivel de secuencia.  Calmodulina une iones calcio a sus 
cuatro motivos EF-hand, esto hace que la proteína cambie de conformación y 
permite que el complejo CaM/Ca2+ se una a dominios específicos sobre otras 
proteínas y alteren la actividad de estas últimas [76].  
 
La calmodulina posee dos pares de motivos EF-hand que forman lóbulos N y C 
terminal, y se conectan por una larga  hélice, lo que genera una estructura que 
asemeja la forma de una pesa (figura 7). Los lóbulos constituidos por los dominios 
EF-hand presentan una identidad en secuencia del 48% y una homología del 75%. 
Estas diferencias se ven reflejadas en las afinidades de unión por calcio, el lóbulo C 
terminal presenta una afinidad 10 veces mayor (Kd aprox. 0.2 M) que el N terminal  
(Kd aprox. 2 M). La unión de calmodulina (P) a calcio permite que esta proteína 
cambie su conformación de un estado inactivo (P*) a uno intermedio (Ca2+-P*), lo que 
es un pre-requisito para lograr la conformación activa cuando forme el complejo con 
la proteína blanco (Ca2+-P**-E), lo que lleva a que el blanco inactivo (E) pase al 
estado activo (E*), como se resume a continuación [77] 
                                                
  
 
El principal cambio conformacional inducido por la unión de iones calcio dentro de los 
pares EF-hand, es una significativa alteración de la orientación entre las hélices de 
cada lóbulo. Estos rearreglos llevan a que varios residuos hidrofóbicos sean 
expuestos al solvente, lo que forma un gran “parche” hidrofóbico y cóncavo sobre la 
superficie de cada lóbulo; y hace que calmodulina adopte una estructura más 
desplegada, una conformación más abierta como se muestra en las dos primeras 
Ca
2+
 E 
                        P  Ca
2+
-P*  Ca
2+
-P**-E* 
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interactúa con el blanco hay de nuevo cambios en la estructura de los dominios N y 
C terminal, esto ocurre gracias a la gran flexibilidad del linker que une los dos 
dominios; que puede doblarse por completo y acomodar los dominios libremente de 
acuerdo a la naturaleza estructural de la proteína blanco. Adicional a este linker hay 
otra característica en calmodulina que le confiere una estructura “maleable”, es la 
riqueza de los lóbulos en residuos de metionina; ya que las cadenas laterales de la 
metionina son muy flexibles y pueden acomodar una variedad de aminoácidos en los 
parches hidrofóbicos. Se plantea que estas dos características hacen de calmodulina 
una proteína única, con una plasticidad estructural a nivel macro (por la flexibilidad 
del linker) y micro (por los residuos de metionina) que le permite interactuar de 
manera específica con un gran número de blancos [77, 78]. Para tener una idea de la 
“plasticidad” de calmodulina, en la figura 7 se presentan cinco ejemplos de la 
estructura de calmodulina al interactuar con distintos blancos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
imágenes de la parte superior de la figura 7 [68, 79]. Luego, cuando CaM-Ca2+ 
interactúa con el blanco hay de nuevo cambios en la estructura de los dominios N y 
C terminal, esto ocurre gracias a la gran flexibilidad del linker que une los dos 
dominios; que puede doblarse por completo y acomodar los dominios libremente de 
acuerdo a la naturaleza estructural de la proteína blanco (figura 7). Adicional a este 
Figura 7 Representación de calmodulina sola y formando complejos con péptidos 
derivados de diferentes proteínas de unión. Tomada de la referencia 79. La CaM se 
presenta en modelo de cintas de color azul, los iones calcio como esferas amarillas y el 
péptido blanco como una cinta roja. El lóbulo N terminal se muestra en la parte superior de la 
figura y el C terminal en la parte inferior. Apo-CaM, estructura de la proteína sola. Ca2+/CaM, 
estructura de la proteína unida a calcio. CaM/CaMKII   estructura del complejo ternario con el 
péptido de unión de la kinasa II dependiente de CaM. CaM/Ca2+-pump, estructura del 
complejo ternario con el péptido de unión de la ATPasa de calcio. CaM/CaMKK, complejo con 
el péptido correspondiente a la CaM kinasa kinasa. CaM/K+-channel, corresponde a la 
interacción de dos moleculas de CaM que inducen la dimerización del canal de potasio. 
CaM/exotoxin, interacción con la exotocina ántrax.  
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linker hay otra característica en calmodulina que le confiere una estructura 
“maleable”, es la riqueza de los lóbulos en residuos de metionina; ya que las cadenas 
laterales de la metionina son muy flexibles y pueden acomodar una variedad de 
aminoácidos en los parches hidrofóbicos. Se plantea que estas dos características 
hacen de calmodulina una proteína única con una plasticidad estructural a nivel 
macro (por la flexibilidad del linker) y micro (por los residuos de metionina) que le 
permite interactuar de manera específica con un gran número de blancos [77, 78].  
Para tener una idea de la “plasticidad” de calmodulina, en la figura 7 se presentan 
cinco ejemplos de la estructura de calmodulina al interactuar con distintos blancos.   
 
Como se mencionará más adelante, son muchas las proteínas de unión a 
calmodulina (PuCaM’s), y para regular este gran número de asociaciones específicas 
la célula debe tener y controlar diferentes “pools” de calmodulina. El control lo puede 
ejercer a nivel de fosforilación de la proteína (que usualmente disminuye su 
capacidad de activación de blancos), por translocación del citoplasma a membrana a 
través de proteínas secuestradoras. Por translocación al núcleo, que al parecer 
ocurre por difusión pero es dependiente de una señal de calcio. Por síntesis local de 
la proteína en sitios específicos de la célula, en el caso de mamíferos; donde 
calmodulina es codificada por tres genes se ha propuesto que cada gen pueda estar 
produciendo transcritos que son dirigidos a diferentes regiones en la célula [80, 81].  
 
Calmodulina no solo se une a proteínas, también puede unirse a péptidos sintéticos 
que corresponden a dominios de unión a calmodulina, a hormonas peptídicas, 
toxinas y pequeñas moléculas que son usadas como fármacos. Aunque no hay 
conservación en secuencia entre los dominios de unión a calmodulina (CBD, 
calmodulin binding domains), ellos presentan ciertas características estructurales. 
Son secuencias entre 15 y 30 aminoácidos de carácter básico e hidrofóbico, que 
tienden a formar una alfa hélice básica anfifílica (BAA). En la mayoría de los casos el 
péptido adopta una conformación helical y es envuelto (wrap-around) por los dos 
dominios EF-hand de calmodulina. El complejo es anclado por las cadenas laterales 
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de aminoácidos hidrofóbicos, y además estabilizado por las cadenas básicas del 
péptido que interactúan con los aminoácidos de carácter ácido de CaM que se 
encuentran alrededor del sitio de unión. La conformación helical del dominio de 
unión, facilita el correcto espaciamiento de los puntos de anclaje. Basados en este 
espaciamiento de los motivos hidrofóbicos en el dominio de unión, se ha propuesto 
una clasificación para estos dominios en tres clases principales (con varias sub-
clases) y una de motivos menos comunes: clase IQ, clase 1-10, clase 1-14 y otros 
[78, 79, 82]. Por ejemplo, en la clase 1-14 los dos residuos hidrofóbicos claves en la 
interacción se  localizan 14 posiciones aparte. Cada uno interactúa con la cavidad 
hidrofóbica del C y N terminal respectivamente. Las proteínas que poseen dominio 
IQ, se caracterizan por tener la secuencia Ile-Gln o una secuencia equivalente y se 
unen a CaM en una forma independiente de calcio. El grupo del Doctor Mitsuhiko 
Ikura, ha realizado un valioso trabajo al reunir toda la información disponible sobre 
secuencias de unión a calmodulina en una base de datos disponible en 
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb. En la figura 8 se presenta la distribución por 
clases de los 180 dominios caracterizados hasta el año 2000 y algunos ejemplos de 
dominios de unión a calmodulina (CBD’s) y su clasificación. Es importante recordar 
aquí, que aunque se han podido categorizar muchos CBD’s, hay muchas secuencias 
atípicas y evidencias bioquímicas que indican que hay otros modos de interacción 
con calmodulina [82]. Se ha encontrado que los dominios de unión a calmodulina, 
sobrelapan dominios que actúan como autoinhibidores en proteínas como la ATPasa 
de calcio de la membrana plasmática (PMCA), la kinasa de la cadena liviana de la 
miosina (smMLCK) o la fosfodiesterasade cAMP. Por ello se ha planteado que un 
mecanismo general de activación de blancos, consiste en que la unión de 
calmodulina retira el dominio autoinhibitorio sobre las proteínas blanco [83]. 
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2.3.4 Proteínas de unión a calmodulina (PuCaMs) 
Como se mencionó anteriormente, calmodulina esta involucrada en importantes y 
diversas funciones en la célula, como el metabolismo del glicógeno, movilidad 
intracelular, transporte de calcio, metabolismo de nucleótidos cíclicos, fosforilación, 
progresión del ciclo celular y expresión de genes, solo por mencionar unas pocas 
[66, 71, 76, 78]. Pero todo esto lo logra porque se une a un gran número de 
Figura 8 Distribución por clases de los dominios de unión a calmodulina . Tomada de la 
referencia 82. En el gráfico circular se muestra el número de dominios de unión a calmodulina 
que han sido clasificados en cada clase y sub-clase. A la derecha se presenta un alineamiento 
de secuencias representativas de unión a calmodulina de cada clase, en donde se destacan los 
residuos involucrados en la interacción. En la parte superior aparece una secuencia consenso 
en donde  indica un residuo hidrofóbico y B indica un residuo básico. En azul se destacan los 
residuos básicos y en rojo los hidrofóbicos.  
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diferentes proteínas, las activa (o inhibe) y son ellas las que causan el efecto final. El 
número de proteínas de unión a calmodulina (PuCaM’s) esta en continuo 
crecimiento, se estima que hay más de 300 proteínas reportadas [68], que pueden 
ser categorizadas en seis clases con base en su modo de regulación [76]: 
Clase A: pertenecen a esta clase, proteínas que se unen de manera irreversible a 
CaM en una foma independiente de calcio. Un ejemplo es la fosforilasa kinasa donde 
CaM es una subunidad del complejo que es activado por calcio. 
Clase B: Estas proteínas se unen de manera reversible a CaM en ausencia de 
calcio. Por ejemplo neuromodulina y neurogranina, que actúan como secuestradoras 
de CaM y la unen a la membrana cuando los niveles de calcio son “basales”. Pero 
cuando se dispara una señal de calcio la liberan para que pueda actuar. 
Clase C: estas proteínas forman complejos con CaM de baja afinidad inactivos 
cuando las concentraciones de calcio son basales. Cuando hay una señal de calcio 
aumenta la afinidad del complejo y se activan. Por ejemplo, la kinasa de la cadena 
liviana de la miosina (MLCK) y la fosfatasa calcineurina. 
Clase D: Se unen en presencia de calcio, pero CaM no las activa, las inhibe. Por 
ejemplo algunos miembros de los receptores kinasa acoplados a proteína G y el 
receptor para IP3 tipo I 
Clase E: las más convencionales, que son activadas por el complejo CaM/Ca. Estas 
enzimas normalmente promueven su regulación por otras PuCaM a través de 
fosforilación. Por ejemplo, Las proteínas kinasas I, II y IV dependientes de CaM que 
son reguladas por la CaM kinasa kinasa (CaMKK) 
Clase F: Las kinasa dependientes de CaM que regulan otras PuCaMs. Por ejemplo 
la CaMKK . Aquí se incluye un caso específico la CaM kinasa II, es una proteína 
multimérica que requiere que las subunidades catalíticas y substrato se unan a CaM 
para que se dé la autofosforilación. 
 
En la figura 9 se presentan de forma resumida, algunos de los procesos celulares en 
que esta implicada calmodulina a través de sus proteínas de unión. Como se puede 
observar son proteínas de muy diversa función, hay proteínas estructurales, enzimas, 
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canales ionicos; y su localización también es diversa, las hay citoplasmáticas, 
nucleares y de membrana [84]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Algunas proteínas de unión a calmodulina (PuCaMs) con su localización y 
función. Tomado de la referencia 84. Muchas de ellas regulan transducción de señales 
porque son receptores acoplados a proteína G (GPCRs), por ejemplo el receptor 7 glutamato 
metabotrópico (mGluR7) y el receptor para angiostensina II. También receptores kinasa, 
como el receptor para el factor de crecimiento epidermal (EGFR). Hay receptores 
intracelulares como el receptor para IP3 (IP3R) sobre el retículo endoplásmico. Un gran 
número de elementos citoplasmáticos son PuCaMs, incluyendo la subunidad A de 
calcineurina (CNA), las kinasas dependientes de CaM  (CaMKI-V), CaMK Kinasas (CaMKKs), 
síntetasas I y III de oxido nítrico (NOSI, III) y fosfodiesterasas 1 y 2 (PDE 1,2), por nombrar 
sólo algunas. Una diversidad de canales iónicos también regulados por calmodulina, 
incluyendo canales de calcio, sodio y potasio. Otras PuCaMs se asocian con membranas por 
ejemplo Rab3 una GTPasa monomérica involucrada en exocitosis y varias proteínas que 
interactúan con el citoesqueleto como IQGAP, espectrina y substratos miristoilados de PKC 
ricos en arginina (MARCKS). Otros componentes reguladores del citoesqueleto como -
actinina, caldesmona, calponina y varias isoformas de miosina (Myosins), y la kinasa de la 
cadena liviana de la miosina (MLCK) han sido identificados como PuCaMs. La Ca-ATPasa, 
como varias enzimas metabólicas que incluyen fosfofructokinasa y NAD kinasa se unen a 
CaM. Los blancos de calmodulina también se localizan en el núcleo donde regulan 
transcripción de genes (SEF-1, CaMKII), replicación del DNA (p68) y otros eventos nucleares 
(p62) 
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2.4 Proteínas de unión a calcio y calmodulina en protozoarios 
El papel del sistema calcio/calmodulina ha sido investigado en varios protozoarios de 
importancia médica. Se encontró que esta involucrado en eventos tan importantes 
como movilidad celular, síntesis de proteínas, invasión celular, control transcripcional 
y fosforilación de proteínas. Sin embargo, en la mayoría de organismos la 
información es muy limitada y fragmentada lo que no permite tener un panorama 
completo. A continuación, se presentan algunos de los datos más relevantes sobre 
los procesos regulados por calcio y calmodulina en algunos protozoarios. 
 
En Plasmodium falciparum el agente causal de la forma más severa de malaria en 
humanos, desde los años ochentas el Dr. Wasserman y colaboradores demostraron 
que el calcio era extremadamente importante en el proceso de maduración del 
parásito, y en la invasión de la célula roja [85]. Como era obvio, se realizaron 
estudios sobre la calmodulina del parásito y se encontró que su localización en el 
extremo apical de los merozoítos (la forma invasiva) concuerda bien con el hecho de 
que antagonistas de calmodulina bloquean la invasión [86]. Sólo recientemente se ha 
encontrado una proteína kinasa, que parece ser la pieza clave que asocia el proceso 
de invasión de Plasmodium con calcio y calmodulina. Se trata de la kinasa pfPKB, 
que es regulada por CaM/Ca y fosforila una proteína del complejo motor, este 
complejo es el responsable del movimiento que le permite a Plasmodium invadir el 
eritrocito. La inhibición de la actividad de pfPKB, inhibe el proceso de invasión in vitro 
[87-89]. Otro evento importante en el ciclo de vida del Plasmodium, y regulado por 
calcio es el desarrollo de los gametocitos o gametogenesis. Se ha establecido que 
proteínas de la familia de proteínas kinasas dependientes de calcio (CDPK’s), son 
claves en el desarrollo de los microgametos de P. berghei. Cuando el mosquito 
vector se alimenta de la sangre infectada del hospedero vertebrado, toma unas 
formas sexuales del parásito, llamadas gametos. Se encontró que el ácido 
xanturenico (XA) presente en el intestino del mosquito, desencadena la exflagelación 
del gameto masculino porque causa un aumento en la concentración de calcio 
interno que conduce a la activación de la CDPK4. La exflagelación es indispensable 
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en la gametogénesis o diferenciación del gameto masculino y por ende para la 
fertilización y la transmisión del parásito [90]. También se estableció que otra kinasa 
la CDPK3 se expresa en el estadio de ookinete, que es una forma móvil e invasiva, y 
que esta regulando la movilidad o “gliding” del parásito para poder llegar e invadir las 
células del intestino del mosquito[91, 92]. Esta familia de proteínas CDPK’S ha 
llamado mucho la atención como posible blanco de acción terapéutica, ya que este 
tipo de proteínas solo se ha encontrado en plantas, algas, ciliados y parásitos 
apicomplexa. Estas proteínas se caracterizan por que tienen un dominio 
serina/treonina kinasa N terminal, y un dominio C terminal que se parece a 
calmodulina; que actúa como un dominio regulador en donde se localizan cuatro 
motivos EF-hand. Son familias numerosas en los apicomplexa, el análisis de los 
genomas ha revelado 12 genes en  Plasmodium, 22 genes en Toxoplasma y 7 genes 
en Cryptosporidium [93]      
 
Dictyostelium  discoideum, es un modelo de estudio muy interesante. Es una ameba 
que en condiciones normales permanece como un organismo unicelular que se 
alimenta de bacterias, y cuando hay escasez de alimento se agrupan muchas 
amebas y se diferencian para formar una estructura multicelular. En este organismo 
se ha determinado que calcio y calmodulina actúan en los procesos de 
quimioatracción desencadenados por cAMP y ácido fólico que conducen a la 
diferenciación [94, 95]. Estudios con antagonistas de CaM también han demostrado 
que tiene un papel en citoquinesis, en emergencia de la ameba durante la 
germinación, en fusión celular, y en formación de gametos durante el desarrollo 
sexual [96]. En Dictyostelium se ha realizado un esfuerzo sistemático en identificar 
proteínas de unión a calmodulina usando la técnica CaMBOT (CaM-binding overlay 
technique) con calmodulina recombinante marcada con 35S. Lo que ha permitido 
detectar un gran número de proteínas (sesenta), cuyo perfil de expresión varía un 
poco durante los diferentes eventos del desarrollo de este organismo. Pero, solo 
unas pocas PuCaM han podido ser identificadas [84]. Entre ellas se destaca la 
fosfatasa calcineurina, implicada en el control de factores de trascripción [97] y en 
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eventos al final de la morfogénesis; ya que experimentos de “knockdown” dan como 
resultado aberraciones en el desarrollo [98]. La proteína ribosomal L19 también ha 
sido identificada como de unión a calmodulina, lo que esta de acuerdo con otros 
resultados que asocian una influencia específica de calmodulina en síntesis de 
proteínas en este organismo [99, 100]. La proteína DGAP1 es un homólogo de la 
IQGAP1 de mamífero, que es una proteína de unión a calmodulina de la familia IQ. 
DGAP1 se asocia a pequeñas proteínas de unión a GTP que tienen importantes 
funciones en la organización del citoesqueleto. Experimentos con transformantes 
indicaron que la expresión de DGAP1 correlaciona inversamente con la velocidad del 
movimiento celular [96, 101]. La proteína nuclear Nucleomorfina, posee un dominio 
rico en repetidos de acido aspártico y glutámico (DEED). Constructos que carecen de 
ese dominio DEED incrementa el número de núcleos en la ameba [96]. La enzima 
glicolítica fosfoglicerato kinasa (DdPGK) es regulada negativamente por calmodulina 
[102]. En Dictyostelium se ha caracterizado por primera vez, que la timidina kinasa, 
una proteina que ha recibido mucha atención por su papel en apoptosis y 
proliferación celular, es activada por calmodulina en forma dependiente de calcio 
[103]. Otras proteínas involucradas en movilidad celular como fodrina (espectrina) y 
miosinas, de clase I y II, y la proteína DWWA implicada en la citoquinesis también 
son proteínas de unión a calmodulina [96].  
 
Trypanosoma cruzi el agente causal de la enfermedad de Chagas, y Trypanosoma 
brucei el parásito responsable de la enfermedad del sueño; experimentan varios tipos 
de transformación debido a sus complejos ciclos de vida que involucran dos 
hospederos, un insecto y un mamífero. Se ha investigado el papel de la señalización 
por calcio durante el ciclo de vida de estos parásitos. Ha llamado la atención que 
muchas de las proteínas de unión a calcio que se han caracterizado, como 
calmodulina [104], adenilato ciclasas y calflaginas [105] se localizan en el flagelo del 
parásito. Además de estar involucrado en la movilidad del parásito parece que el 
flagelo funciona en adhesión y como un sensor de las condiciones extracelulares 
[106]. También es importante mencionar que las adenilato ciclasa son activadas por 
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calcio, pero no a través de calmodulina, y se ha propuesto con base en la estructura 
de las proteínas que pueden funcionar como receptores sobre el flagelo [104]. Se ha 
mostrado que en el intestino del insecto la transformación del estadio de 
epimastigote (replicativo) al de tripomastigote metaciclico (infectivo), involucra un 
aumento en el calcio intracelular; y quelantes de calcio o antagonistas de 
calmodulina bloquean esta transformación in vitro [107]. En lo que respecta al 
proceso de invasión, se ha reportado que alterar la homeostasis de calcio en el 
parásito afecta la invasión. Experimentos con tripomastigotes tratados con quelantes 
de calcio disminuyeron su capacidad de invasión, en tanto que se obtuvo el efecto 
contrario con el ionoforo que aumentó la capacidad infectiva del parásito [108]. En 
cuanto a las proteínas de unión a calmodulina, usando overlay con CaM marcada 
con 125I, se observó en tres diferentes estadios de Trypanosoma cruzi, la presencia 
de un perfil complejo de proteínas de unión a calmodulina en presencia de calcio. 
Algunas de las proteínas presentan una expresión diferencial según el estadio, pero 
la mayoría se conserva en los tres estadios analizados, epimastigote, tripomastigote 
y amastigote [109]. Entre las pocas proteínas de unión a calmodulina identificadas, 
se caracterizó el factor de elongación EF-1α como una proteína de unión a CaM  en 
Trypanosoma brucei, una evidencia adicional que indica participación de calcio en 
síntesis de proteínas [110]. Las glicoproteínas variables de superficie (VSG’s) son 
una familia de proteínas, de las cuales solo un miembro se expresa y forma una 
cubierta sobre el parásito, y por medio de un  mecanismo de variación antigénica 
cambia la proteína expuesta lo que le permite al Trypanosoma evadir la respuesta 
inmune del hospedero. Se encontró que un fragmento de una de VSG se une a 
calmodulina en una forma dependiente de calcio. Luego,  análisis bioinformáticos 
sobre otras VSG’s mostraron que varias de ellas poseen dominios que se pueden 
plegar formando una alfa hélice anfipática, lo que potencialmente indica que también 
se pueden unir a calmodulina. Sin embargo, no se tiene idea sobre el papel de la 
interacción entre las VSG’s y calmodulina [111]. Finalmente, una proteína kinasa 
dependiente de calmodulina fue purificada de epimastigotes de T. cruzi [112], 
estudios posteriores permitieron plantear que esta enzima esta unida a membrana en 
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la forma inactiva y al ser activada por CaM/Ca se transloca al citosol en donde es 
desactivada por una fosfatasa, posiblemente la PP2A [113].  
 
La Entamoeba histolytica es un patógeno que muestra un amplío espectro de 
virulencia, que va desde un comensal no virulento hasta ser altamente invasivo y 
destructivo.  Presenta dos formas el quiste infectivo y el trofozoíto vegetativo que 
coloniza el intestino grueso del hospedero humano. Hay varias evidencias que 
asocian vías de señalización dependientes de calcio en la patogénesis de E. 
histolytica. Se ha establecido que procesos como la invasión de la matriz extracelular 
depende de la liberación de colagenasas de unos gránulos electrodensos (EDG) y 
que este proceso de exocitosis es fuertemente inhibido por la presencia de 
antagonistas de calmodulina [114, 115]; y que la actividad citolítica después del 
contacto con la célula blanco, es estimulada por activadores de la PKC sólo en cepas 
virulentas [116]. Además,  la citolisis es bloqueada por quelantes de calcio y por 
inhibidores de una fosfolipasa A dependiente de calcio [117, 118]. De otro lado,  se 
ha caracterizado una proteína de unión a calcio similar a calmodulina en estructura, 
pero funcionalmente distinta denominada EhCaBP1. Esta proteína interactúa con los 
filamentos de actina en una forma dependiente de calcio. EhCaBP1 no afecta la 
producción de los filamentos de actina sino su organización. Experimentos 
bloqueando la expresión de esta proteína con ARN antisentido, dieron como 
resultado una disminución en la replicación del parásito y en su capacidad de 
endocitosis y fagocitosis [119, 120]. Otro evento relacionado pero no en forma directa 
con la patogenicidad del parásito es la expresión génica. Son pocas los factores de 
transcripción reportados que son proteínas de unión a calcio, uno de ellos fue 
caracterizado en este parásito, se trata de la proteína de unión a un dominio de ADN 
conocido como URE3 (upstream regulatory element 3) [121]. La proteína URE3BP 
regula la expresión de los genes hgl5, fdx y ure3bp; el primero codifica para la 
cadena pesada de la lectina directamente implicada en la unión a la célula blanco, el 
segundo corresponde al gen de la ferredoxina y el propio gen ure3bp es 
autoregulado. Cuando hay un aumento en el calcio intracelular, la proteína URE3BP 
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une calcio y se bloquea la unión al ADN; el nivel de mARN para ure3bp disminuye 
notablemente indicando un mecanismo de “autofeedback”. La localización de la 
proteína en núcleo, citoplasma y membrana plasmática, permite considerar que no 
solo actúa como un factor de transcripción sino posiblemente como un mensajero 
intracelular de las señales de calcio [122]. Durante la citolísis de la célula blanco, la 
ameba descarga el contenido de unos gránulos intracelulares con moléculas que 
tienen actividad proteasa, fosfolipasa, péptidos formadores de poros y cisteína 
proteasas. Un estudio que pretendía caracterizar que otro tipo de moléculas se 
encontraban presentes en estos organelos similares a lisosomas, encontró dos 
proteínas con dominios EF-hand. Se denominaron granina 1 y 2, se propuso que 
pueden tener una función en la descarga el gránulo pero no hay pruebas que 
soporten esta idea [123]. Finalmente, se ha investigado el papel de calcio y 
calmodulina durante los procesos de enquistación y exquistación utilizando como 
modelo Entamoeba invadens, que infecta reptiles ya que no se ha logrado enquistar 
E. histolytica in vitro. Se encontró que los dos procesos son afectados negativamente 
por la presencia de quelantes de calcio extracelular, como EGTA, y por antagonistas 
de calmodulina [124, 125]. 
 
2.5 Sistema calcio-calmodulina en Giardia 
En 1987 se publicó la purificación y caracterización de la proteína calmodulina de 
Giardia lamblia y se reportó que era muy similar a la calmodulina bovina [126]. En 
1998  Bernal y colaboradores evaluaron el efecto de inhibidores de calmodulina y 
encontraron que la exquistación disminuía en presencia de los compuestos TFP y W-
7. El efecto fue más notable durante la fase I o de inducción ácida [29]. En el año 
2001, los resultados exploratorios de una tesis de pregrado realizada en nuestro 
Laboratorio indicaban que el sistema calcio/calmodulina jugaba un papel importante 
durante la exquistación. En este estudio se usaron EGTA (quelante da calcio), LaCl3 
y el inhibidor de calmodulina, calmidazolium [32].  Los datos indicaron que en la fase 
de inducción ácida ocurren eventos dependientes del sistema calcio-calmodulina. En 
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al año 2003 Reiner y colaboradores [30] reportaron un estudio que comprobó la 
hipótesis de que la homeostasis de calcio era importante durante la exquistación del 
parásito. Sin embargo ellos, a diferencia de los otros estudios, encuentran mayor 
efecto inhibitorio en la fase II del proceso cuando Giardia se libera de la pared del 
quiste. Usando Tapsigargina (TG) un inhibidor de la ATPasa de calcio del retículo 
endoplasmático (SERCA) detectan un aumento en los niveles de calcio intracelular, y 
proponen que al igual que ocurre en eucariotes superiores el retículo endoplasmático 
de G. intestinalis funciona como un depósito intracelular de calcio. Por otro lado, ellos 
secuenciaron el gen de calmodulina, y al analizar la secuencia traducida encontraron 
que la proteína es bastante divergente  y difiere en 10 posiciones de la secuencia 
consenso construida con todas las calmodulinas disponibles [30]. Esto es muy 
interesante, ya que calmodulina junto con ubiquitina, y las histonas H3 y H4 es una 
de las proteínas más conservadas durante la evolución [71]. Entre las diferencias se 
encuentra que cuatro metioninas consideradas muy importantes para la interacción 
de calmodulina con sus blancos, están cambiadas por leucina, isoleucina y serina. 
Además la presencia de una cisteina, es algo muy particular puesto que la mayoría 
de calmodulinas carecen de este aminoácido. Lo más notable, es un cambio muy 
significativo en el cuarto dominio EF-hand, en donde el residuo de ácido glutámico es 
reemplazado por ácido aspártico. A pesar de que el cambio es por otro residuo de 
carácter ácido, no se sabe que implicaciones tenga, puesto que el ácido glutámico en 
esa posición es invariable en todos los dominios EF-hand [71].  Por estas 
características es muy interesante estudiar la calmodulina de Giardia y sobre todo 
tratar de identificar algunas de sus proteínas de unión. Para  dilucidar el mecanismo 
de acción del sistema calcio/calmodulina, que se ha establecido es importante 
durante la exquistación del parásito. 
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2.6 Otras proteínas de unión a calcio en Giardia 
2.6.1 Alfa-Giardinas  
Inicialmente, la giardina fue caracterizada como una proteína de 30 kDa contituyente 
de las microcintas, que son elementos estructurales que componen el disco adhesivo 
[127]. Actualmente, se sabe que las α-giardinas son proteínas relacionadas con la 
superfamilia Anexina de proteínas de unión a calcio [128, 129].  Las anexinas son 
proteínas citosólicas que se encuentran solubles o asociadas establemente o 
reversiblemente a componentes del citoesqueleto. Como se mencionó  en la sección 
2.3.2.2 las anexinas se caracterizan por unirse a fosfolípidos de una manera 
dependiente de calcio y se consideran ubicuas, a pesar de que no se han identificado 
en levaduras ni en procariotas [70]. Aunque las α-giardinas se relacionan con la 
familia Anexina su homología es baja y por ello han sido consideradas como una 
subfamilia aparte (anexina subfamilia E). La familia α-giardina tiene 21 miembros, es 
un número bastante grande comparado con otros organismos más complejos como 
C. elegans o D. melanogaster que poseen cuatro [70, 130]. Para algunos miembros 
de las giardinas (α1 y α 14) se ha demostrado que son capaces de unirse a vesículas 
compuestas de fosfolípidos ácidicos en presencia de calcio [129, 131], aunque no se 
obtuvo el mismo resultado con la α-11 [132]. Weiland y colaboradores [133], 
estudiaron la localización de estas proteínas, sobreexpresando 14 genes giardina 
con un tag de AU-1 en el parásito. Encontraron que la mayoría presenta una 
asociación a membrana y/o localizan en diferentes flagelos y unas pocas en el disco 
adhesivo. También determinaron que la sobreexpresión de algunas tuvo un efecto 
letal para el parásito, y les llamó la atención que la expresión de la giardina 7.2 
perturbó la división celular e indujo al parásito a enquistar. En cuanto a la 
transcripción, la mayoría de los genes α-giardina presenta un nivel bajo de expresión 
a excepción de α1 y α11-giardinas. Parece que esto correlaciona con el nivel de 
proteína, ya que se ha establecido que la α1 es una proteína abundante y altamente 
inmunoreactiva en los casos de giardiosis aguda, porque reacciona fuertemente en 
western-blot con los sueros de pacientes [130].  Todas las evidencias, indican que 
las α-giardinas son proteínas con importante función en el parásito. Se ha propuesto 
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que pueden estar implicadas en el tráfico vesicular durante la enquistación, y quizás 
durante la exquistación pueden estar participando en la reorganización del 
citoesqueleto o estabilizando la membrana del exquizoíto [133]. Aún no hay 
evidencias experimentales que soporten estas hipótesis.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 10 se presenta la estructura de la α-11 giardina, la única anexina de 
Giardia que ha sido caracterizada estructuralmente [132]. Se muestran sus cuatro 
repetidos cada uno compuesto por cinco α-helices. En general, presenta un 
plegamiento similar a la anexina más cercana la A4.   
 
2.6.2 Centrina 
La centrina o caltractina es una proteína de unión a calcio, que pertenece a la familia 
de proteínas EF-hand. Es muy conservada en secuencia y presenta una alta 
similaridad con calmodulina, pero tienen grandes diferencias entre sí: centrina posee 
una extensión N terminal de ~23 aminoácidos o más [134]; no todos los dominios EF-
hand son funcionales [68] y la centrina puede formar redes de polímeros de una 
manera dependiente de calcio [135]. Centrina esta asociada a centros de 
Figura 10 Diagrama de cintas de la estructura de la proteína α-11 giardina . Vista 
lateral de la estructura con la superficie cóncava en la parte inferior y la convexa en la 
parte superior. Tomada de la referencia 89 
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organización de microtúbulos (MTOC) como el centrosoma en células de mamífero, 
al “spindle pole bodies (SPB)” en levaduras y a los cuerpos basales en células 
flageladas [134, 136]. En levadura se ha determinado que centrina esta implicada en 
la duplicación del SPB, y en algas en la contracción de fibras que conectan los 
cuerpos basales con el núcleo[135]. En Giardia es producto de un gen de copia 
única, tiene un tamaño de 20kDa [137]. Fue inmunolocalizada en todo el sistema 
microtubular: cuerpos basales, axonemas, en el cuerpo mediano y en el disco 
adhesivo [137-139]. Se ha propuesto que puede ser una proteína asociada a los 
microtubulos (MAP) que puede estar implicada en la movilidad y adhesión del 
parásito. Ya que se localiza en sitios claves para el control del movimiento celular 
[139]. Un estudio reciente sobre la mitosis en Giardia, indica que la centrina se 
localiza exclusivamente en los cuerpos basales durante este evento. Proponen que 
la migración de los núcleos y de los cuerpos basales durante la división pueden ser 
eventos coordinados, facilitados por fibras de centrina que estarían uniendo los 
cuerpos basales a la envoltura nuclear[140]. 
 
2.6.3 gGSP (G.lamblia Granule-specific Protein) [61] 
Esta proteína es expresada durante la enquistación del parásito y se localiza en el 
interior  de las vesículas específicas de la enquistación (ESV’s). Su tamaño es de 
54kDa y es procesada por la acción de alguna proteasa generando un fragmento de 
30 kDa. El análisis de la secuencia, les indicó que la proteína tenía un dominio con 
homología a calsequestrina y una región C terminal rica en aminoácidos de tipo 
ácido, característico de algunas proteínas de unión a calcio. Confirmaron que se 
trataba de una proteína de unión a calcio, por tinción con el colorante “stains-all” y 
por overlay con 45Ca2+. Experimentos inhibiendo la expresión de gGSP indican que 
actúa durante los últimos pasos de la enquistación, como un sensor de calcio 
regulando la descarga de las ESV’s para formar la pared del quiste. Se plantea la 
posibilidad de que esta proteína actúe como un buffer de calcio que evite el 
prematuro ensamblaje de las CWP’s dentro de las vesículas. 
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2.6.4 Proteína kinasa C (PKC) [63]  
Esta proteína es reconocida como una importante molécula implicada en 
señalización celular en eucariotes. Usando inhibidores de la actividad de PKC, 
encuentran que tienen un efecto negativo dependiente de la dósis sobre la 
enquistación, pero que no afectan la proliferación del parásito. Detectan varios 
isotipos de PKC, en ensayos de western-blot utilizando anticuerpos heterologos. De 
este modo detectaron  cinco isoformas una clásica ( ), tres nuevas ( , , ) y una 
atípica ( )en trofozoítos. Estas isoformas muestran cambios en su expresión durante 
la enquistación. Caracterizan la isoforma , que aumenta su expresión tan pronto el 
parásito es inducido a enquistar y por inmunofluorescencia detectan que esta 
proteína cambia de localización celular. Se transloca del citoplasma a la membrana 
durante un lapso de tiempo muy corto al inicio de la enquistación. También 
determinan que esta proteína necesita de calcio y fosfatidil serina para su actividad. 
Estas evidencias les indican que la gPKC , esta implicada en el inicio o progreso de 
la diferenciación en Giardia. 
 
Los datos mencionados soportan la idea de que el calcio desempeña un importante 
papel durante los dos procesos de diferenciación de Giardia. Sin embargo,  aún 
quedan muchas proteínas y funciones dependientes de calcio por describir en este 
parásito. Por ello, gran parte de esta tesis estuvo dedicada a la búsqueda de 
proteínas de unión a calcio de la familia EF-hand.  A la caracterización de 
calmodulina y al aislamiento e identificación de algunas de sus proteínas de unión.  
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3.   OBJETIVOS 
3.1   General  
Definir la expresión de calmodulina durante los procesos de diferenciación de Giardia 
intestinalis: Determinar la localización celular de calmodulina y detectar proteínas de 
unión; analizar los cambios en el patrón de fosforilación asociados a la diferenciación 
del parásito. 
 
3.2  Específicos 
3.2.1   Definir si es necesaria la síntesis de proteínas durante el proceso de 
exquistación. 
 
3.2.2  Estandarizar un método de purificación de quistes a partir de muestras clínicas 
de pacientes con giardiosis,  para realizar experimentos de exquistación. 
 
3.2.3  Buscar por bioinformática sobre el genoma de Giardia secuencias que 
contengan motivos de unión a calcio como los EF-hand. Tratar de asignar una 
función por bioinformática y comparar con los resultados experimentales para 
confirmar. 
 
3.2.4  Detectar proteínas de unión a calcio con el colorante “stains-all”. Sobre 
extractos proteicos provenientes de quistes, quistes inducidos a exquistar y de 
trofozoítos vegetativos. 
 
3.2.5 Determinar la expresión de calmodulina a nivel del ARN mensajero por RT-
PCR, y de la proteína por western-blot durante la diferenciación, exquistación y 
enquistación. 
 
3.2.6  Definir la localización de calmodulina a nivel celular, durante el ciclo de  vida 
del parásito.  Usando la técnica de microscopia de fluorescencia 
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3.2.7 Detectar proteínas de unión a calmodulina en el parásito por medio de: 
coinmunoprecipitación con un anticuerpo contra calmodulina y/o por coprecipitación  
con calmodulina biotinilada, y por “overlay” sobre membrana con calmodulina 
biotinilada. 
 
3.2.8 Definir un cambio global inducido por el estímulo de la exquistación, previo a 
los cambios morfológicos (patrón de fosforilación de las proteínas, patrón de 
proteínas totales en SDS-PAGE) 
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4. ESTRATEGIA METODOLOGICA 
Para cumplir con los objetivos propuestos empleamos el siguiente diseño 
experimental: 
 
4.1 Obtener células de los dos estadios del parásito 
- cultivo in vitro de trofozoítos 
- aislamiento de quistes a partir de muestras de pacientes con giardiosis 
 
4.2 Realizar  experimentos de diferenciación  
- exquistación a partir de quistes in vivo. 
- enquistación in vitro 
 
4.3 Analizar si el proceso de exquistación depende de síntesis de novo de proteínas, 
utilizando inhibidores específicos de este proceso. 
 
4.4 Evaluar si hay cambios a nivel de fosforilación, asociados a los procesos de 
diferenciación, usando la tinción específica de fosfoproteínas ProQ-Diamond. 
 
4.5 Detectar proteínas de unión a calcio 
- búsqueda por bioinformática 
- tinción específica con el colorante “Stains-all” 
 
4.6 Analizar  la expresión y localización de calmodulina, como la principal proteína de 
unión a calcio, durante el ciclo de vida del parásito. 
- Expresión a nivel de transcripción por RT-PCR  
- Síntesis de la proteína por Western-blot  
 Producción de calmodulina recombinante de Giardia (gCaM) 
 Desarrollo de un anticuerpo policlonal contra gCaM (anti-gCaM) 
- Localización intracelular de calmodulina por inmunofluoresencia durante la 
diferenciación del parásito. 
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4.7 Detectar proteínas de unión a calmodulina 
- Experimentos de overlay: son ensayos de unión de calmodulina biotinilada a 
proteínas inmobilizadas sobre una membrana. 
-Ensayos de cromatografía de afinidad, acoplando la recombinante gCaM a una 
matriz de agarosa-estreptavidina. 
- Ensayos de pull-down: ensayos de unión de calmodulina biotinilada a proteínas en 
solución, en donde los complejos proteícos pueden ser aislados de la solución 
usando una resina de estreptavidina.  
 
4.8 Identificación de proteínas de unión a calmodulina y otras usando espectrometría 
de masas. 
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4.1. Obtención de células de Giardia durante todo el ciclo de vida  
4.1.1 Trofozoítos 
Se cultivaron in vitro trofozoítos de Giardia intestinalis cepa WBC6; los trofozoítos se 
mantuvieron en medio modificado Diamond’s TYI-S-331 [141] pH 7,0 a 37°C  en 
tubos estériles de poliestireno (Fischerbrand) de 13 mL  y con 15° de inclinación. 
Para cosechar los parásitos los tubos fueron enfriados a 4°C por 10 minutos, con el 
fin de que los trofozoítos adheridos a la pared del tubo se despegaran. Los parásitos 
fueron colectados por centrifugación a 500 x g durante 10 minutos y el medio se 
retiró. Los parásitos fueron lavados en PBS2 y de nuevo fueron colectados por 
centrifugación, este paso se repitió dos veces más. En seguida se  resuspendieron 
en 1 mL de PBS y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Se 
contaron en un hemocitómetro Neubauer. 
 
4.1.2 Obtención de quistes in vivo 
Muestras fecales de pacientes con giardiosis fueron suministradas por la EPS 
(Empresa Promotora de Salud) COMPENSAR, se mantuvieron a 4ºC hasta el 
momento de la purificación. La muestra fue homogenizada con agua destilada y se 
filtró a través de una red de gasa para retirar el material grueso. El filtrado fue lavado 
con agua destilada, y recuperado por centrifugación a 800 x g durante 5 minutos, el 
lavado se repitió hasta que el sobrenadante obtenido estuviese casi transparente. El 
sedimento se resuspendió en 20 mL de agua destilada y fue dividido en 4 alícuotas 
de 5mL. Cada alícuota se colocó cuidadosamente sobre 3 mL de sacarosa 0,85M fría 
y se centrifugó a 600 x g durante 10 minutos. Se recuperó la interfase de cada tubo y 
después de confirmar al microscopio la presencia de quistes, se reunieron y 
diluyeron 25 veces con agua destilada.  Luego, se filtró con ayuda de vacío a través 
                                                 
1
 1 Litro de medio TYI-S-33 contiene: 1,3g de K2HPO4 trihidratado, 0,6g de  KH2PO4 anhidro, 20g de Peptona, 10 
g de extracto de levadura, 10g de  D-Glucosa, 2g de Clorhidrato de L-Cisteína, 200 mg de ácido ascórbico, 22,8 
mg de Citrato Férrico amónico, 0,5 g de Bilis bovina, se ajusta el pH  7,0 con NaOH y 100 mL de suero bovino. Se 
adiciona antibiotico a una concentración final de 10U/mL de penicilina y 1 µg/mL de estreptomicina. El medio se 
esteriliza por filtración a través de membranas de 0,2 µm.  
 
2
 Buffer salino fosfato (PBS):137 mM NaCl, 2,4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4. Se ajusta a pH 7,4 
con HCl  
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de membranas de acetato de celulosa (Millipore) de 5µm. Los quistes de Giardia 
quedaron retenidos sobre la membrana de donde se recuperaron lavando con agua 
destilada. Los quistes fueron sedimentados por centrifugación a 800 x g, contados y 
almacenados a 4°C con antibióticos (penicilina y estreptomicina 10 unidades y 1μg 
por mL respectivamente), y utilizados en experimentos de exquistación. Este método 
de purificación fue estandarizado y publicado por nosotros [142].  
 
4.2 Experimentos de diferenciación 
4.2.1 exquistación 
El método de exquistación utilizado fue el reportado por Bingham y Meyer [22], que 
consta de dos fases. La fase I llamada de inducción, consiste en exponer los quistes 
a la solución de inducción de Bingham3 de pH 1,6 durante 1 hora a 37ºC. La fase II o 
fase de exquistación se lleva a cabo incubando en medio TYI-S-33 durante 1 hora a 
37ºC. Para evaluar si los quistes aislados de las muestras de pacientes exquistaban, 
se tomaron  1x105 quistes se resuspendieron en 1,5 mL de solución de inducción 
durante 1 hora a 37ºC. Luego, los parásitos se colectaron por centrifugación a 5000 x 
g durante cinco minutos, la solución de inducción se retiró y los “quistes inducidos” se 
lavaron con agua y fueron incubados en medio TYI-S-33 durante 1 hora a 37ºC. 
Después, los tubos se enfriaron a 4ºC y fueron centrifugados a 5000 x g por cinco 
minutos. El volumen del medio fue disminuido a 500µL, para facilitar el conteo al 
microscopio.  
El porcentaje de exquistación se determinó con la siguiente fórmula:  
 
 
 
T: Trofozoítos totalmente exquistados 
E: exquizoítos 
Q: Quistes  
                                                 
3
 Solucion de Bingham: 25 mM NaHCO3 , 12 mM KCl , 40 mM NaCl, 12 mM CaCl2 y pH final 1,6 con HCl. 
 
(T/2)+E 
%Exquistación =  
 (T/2)+E + Q 
X 100 
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De este modo se obtuvieron células de cada una de las tres etapas de la 
exquistación. Correspondientes a quistes, fase de inducción (I) y fase de 
exquistación (II). Las células fueron lavadas con PBS, contadas y almacenadas a      
-70ºC. Estas células fueron utilizadas posteriormente para extracción de ARN, o 
extracción de proteínas o fueron directamente resuspendidas en buffer muestra y 
analizadas por electroforesis.  
 
4.2.2 Enquistación  
La enquistación se llevó a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Anne Kane y 
colaboradores [40]; el método consiste en tomar trofozoítos en la fase de crecimiento 
y exponerlos a una alta concentración de bilis y un pH levemente alcalino, luego los 
parásitos se retornan a medio normal de crecimiento. Inicialmente, un inóculo de 
2x106 trofozoítos se colocó en medio normal TYI-S-33 pH 7,0 en tubos estériles de 
poliestireno (Fischerbrand) de 13 mL a 37ºC durante 72 horas. Luego, el medio y los 
parásitos no adheridos fueron retirados cuidadosamente, y los tubos con la 
monocapa de trofozoítos fueron incubados con medio de enquistación4 por 24 horas 
a 37ºC. Después de transcurrido este tiempo, se retiró el medio de enquistación y se 
les incubó en medio normal por 24 horas más, para un tiempo total de 48 horas. Los 
parásitos fueron enfriados a 4°C por 10 minutos y recuperados por centrifugación a  
800 x g por 10 minutos. Las células se colectaron y se resuspendieron en agua 
doblemente destilada por 24 horas a 4°C, para lisar trofozoítos no enquistantes y 
quistes con paredes incompletas. Los quistes resistentes a la lisis hipotónica fueron 
contados y almacenados a -70ºC. De esta forma se obtuvieron parásitos en 
diferentes tiempos durante el proceso de enquistación.  
 
4.3. Experimentos de Inhibición sobre el proceso de exquistación. 
Para determinar la concentración adecuada de cada inhibidor se hicieron ensayos 
sobre el  cultivo in vitro de trofozoítos. Estos experimentos se realizaron en dos 
                                                 
4
 Medio de enquistación:  TYI-S-33 con 10mg/mL de bilis bovina y pH 7,8  
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ocasiones independientes y por triplicado. Sobre trofozoítos en la fase de crecimiento 
se ensayaron diferentes concentraciones del inhibidor por un período de 24 horas. 
Se determinó el efecto sobre el crecimiento de los parásitos por conteo en 
hemocitómetro. Se usó como control el solvente en que se hubiese preparado el 
inhibidor. Se determinó el IC50 y esa concentración o un valor superior fue utilizado 
en los ensayos de exquistación. Los experimentos de exquistación se realizaron por 
triplicado en dos ocasiones independientes. Para evaluar el efecto sobre la fase I de 
inducción, los quistes fueron expuestos al inhibidor toda la noche a 4°C  y durante la 
fase I. Para evaluar el efecto sobre la fase II de exquistación, el inhibidor sólo se 
colocó durante la incubación en el medio de cultivo. El efecto se evaluó por conteo 
en hemocitómetro. 
 
4.4. Detección de proteínas fosforiladas 
4.4.1 SDS-PAGE 
Para detectar proteínas fosforiladas se utilizó la tinción específica Pro-Q Diamond 
(Molecular Probes). Para evitar tinción inespecífica, las muestras fueron delipidadas, 
desalinizadas y concentradas por precipitación como sigue. El extracto fue mezclado 
por vortex con 4 volúmenes de metanol, luego con 1 volumen de cloroformo y 3 
volúmenes de agua ultra pura. Se centrifugó a 12,000 X g por 5 minutos a 4ºC, se 
recuperó el precipitado y se lavó con 3 volúmenes de metanol. Se centrifugó como 
antes y el pellet se secó por centrifugación con vacío por 10 minutos. El pellet de 
proteínas se resuspendió en buffer muestra5 para electroforesis con el sistema de 
buffer discontinuo en condiciones denaturantes y reductoras [143]. Se utilizaron geles 
del 12% de acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8). Las condiciones de corrida rutinarias 
fueron 100V en buffer de electroforesis6. Esta tinción se realizó directamente sobre el 
gel de poliacrilamida donde se separaron las proteínas de interés. Después de la 
electroforesis el gel se fijo7  toda la noche. Al siguiente día se lavó tres veces con 
                                                 
5
 Buffer muestra: Tris-HCl 12,5 mM pH 6.8, BME 5%, SDS 0,5%, Azul de Bromofenol 0,025% y Glicerol 2,5%. 
6
 Buffer de electroforesis: Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 1%, pH 8,3. 
7
 Solución de fijación: 50% metanol, 10% ácido acético  
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abundante agua desionizada. Luego, se dejó por 3 horas en la solución de tinción en 
oscuridad. Después de retirar la solución de tinción, el gel se lavó con la solución de 
destinción. Finalmente, se observó el gel  en un transiluminador en donde las 
proteínas fosforiladas fluorescen por exposición a luz UV. Después de registrar 
digitalmente la imagen, el mismo gel fue teñido con azul de Coomassie para tener el 
patrón total de proteínas. 
  
4.5. Detección de proteínas de unión a calcio 
4.5.1 Acercamiento por bioinformática 
Con el fin de detectar por bioinformática proteínas de unión a calcio de la familia EF-
Hand en Giardia intestinalis, utilizamos la base de datos del genoma de Giardia que 
ha sido completamente secuenciado y esta recientemente disponible al público en el 
sitio http:/giardiadb.org/giardiadb/ en el portal EuPathDB (Eukaryotic Pathogen 
Database). Buscamos genes que codificaran para proteínas que posiblemente  
tuvieran el dominio de unión a calcio EF-hand. El procedimiento que realizamos fue 
el siguiente: En la página principal utilizamos la herramienta “similarity/pattern” allí 
escogimos la opción “Interpro/Pfam domain” y seleccionamos “IPR002848: 
EF_hand_Ca_bd”. Cada resultado lo analizamos con la herramienta PROSITE 
disponible en http://expasy.org, que permite detectar los motivos presentes en una 
proteína. 
 
4.5.2 Detección de proteínas de unión a calcio con “Stains-all” 
El colorante “stains-all” (Sigma ID: 24894694) genera una coloración diferencial para 
proteínas de unión a calcio sobre geles de poliacrilamida [144]. Este colorante tiñe de 
color azul proteínas de unión a calcio, en tanto que tiñe de rosado o rojo el resto de 
proteínas. Después de separar las proteínas en SDS-PAGE el gel se fijó5 durante 
toda la noche, al día siguiente se lavó tres veces con metanol al 25% y se dejó 
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tiñendo toda la noche en la solución “Stains-all”8 protegido de la luz. Luego la imagen 
del gel fue registrada digitalmente, y el mismo gel fue teñido con azul de Coomassie 
para tener el patrón total de proteínas.  
4.6. Expresión y localización de calmodulina 
4.6.1 Expresión del ARN mensajero por RT-PCR  
4.6.1.1 Extracción ARN total  
Se utilizó 1mL del reactivo TRIZOL (Invitrogen) para extraer ARN total a partir de 1-3 
x107 parásitos en diferentes etapas del ciclo de vida. Esta extracción se basa en el 
método de  lísis celular con isotiocianato de guanidina y extracción de proteínas con 
fenol/cloroformo.  A partir de la fase acuosa se precipitó el ARN con isopropanol y se 
lavó con etanol. La concentración del ARN se determinó por medidas de absorbancia 
a 260nm, y por PCR se confirmó que no estuviera contaminado con ADN.  
 
4.6.1.2 Diseño  de oligonucleótidos o “primers” 
Para analizar la expresión del gen de calmodulina, se diseñaron “primers” específicos 
sobre la secuencia AF359239 reportada en el GenBank. Se utilizó el software  
PRIMER DESIGNER Versión 1.01. La secuencia del gen de calmodulina fue cargada 
en el programa y se aplicaron los siguientes criterios de selección para los “primers”: 
contenido de GC entre el 40 y 50%, temperatura de fusión de 40 a 60oC. Los 
oligonucleótidos fueron sintetizados por MWG Inc BIOTECH. Estos oligonucleótidos 
amplificaron un fragmento de 218pb desde la posición 286 hasta la 504 sobre el gen. 
Como controles de amplificación se usaron genes como GDH (Glutamato 
deshidrogenasa), E1R (Proteína activadora de ubiquitina) y CWP1 (proteína de la 
pared del quiste 1) a continuación se presenta la secuencia de los “primers” y el 
tamaño del amplicon. 
 
 
 
                                                 
8
 Solución Stains-all: 0,0025% stains-all, 25% metanol, 7,5% formamida, 0,5 mM EGTA, 30mM Tris-HCl pH 
8,8 
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GEN PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO AMPLICON  
Calmodulina 5’GATCAATTCCATCGACAC 3’ 5 ’AGATCGTCAACCTCGTC 3’ 218 pb 
GDH 5’GTCCAGTACAACTCTGCTC 3’ 5’ GATACTTGTCCTTGAACTC 3’ 657 pb 
E1R 5′ CGAAGATCCACGACTTAT 3’ 5′ TGAACCCTTGTACTCGAT 3′ 538 pb 
CWP1 5’ GCCTTACTTACCTCAAGAC 3’ 5’ GTTGTCACTCATGTACCAG 3’ 181 pb 
 
 
4.6.1.3 RT-PCR (Transcripción Reversa- Reacción en Cadena de la ADN 
Polimerasa) 
Para las reacciones de RT-PCR se usó como plantilla 10 ng de ARN total de cada 
etapa del ciclo de vida de Giardia. Con la enzima M-MLV RT (Moloney Murine 
Leukemia Virus Reverse Transcriptase de Promega) y siguiendo las instrucciones del 
fabricante se sintetizó el ADN complementario (cADN) así: 
ARN   : 10ng 
[“primer” CaM-AS] :  0,5 μM 
Buffer M-MLV9 :  1X 
4dNTPs  : 0,5mM 
M-MLV  : 1 U 
 
Esta mezcla se incubó durante 1 hora a 42°C, luego el cADN fue amplificado por 
PCR en el mismo tubo de reacción. Para ello, de adicionó el primer sentido y Taq 
ADN Polimerasa 
[“primer” CaM-S] :  0,5 μM 
Taq ADN pol. : 2.5 U 
El programa térmico que se utilizó fue: 
una denaturación inicial a 94°C por 5 minutos. Seguida por 30 ciclos de:  
denaturación  94°C por 45 segundos 
anillaje   55°C por 45 segundos 
extensión    72°C por 1 minuto 
                                                 
9
 Buffer M-MLV: 50mM Tris-HCl, pH 8,3; 75 mM KCl, 3mM MgCl2 y 10mM DTT 
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finalmente una extensión a 72°C por 7 minutos. 
Se empleó un termociclador GeneAmp  PCR System 2400 PERKIN ELMER. 
 
4.6.2 Síntesis de calmodulina  
Para analizar la expresión de calmodulina durante el ciclo de vida de Giardia, fue 
necesario desarrollar un anticuerpo específico para el parásito. Para ello se clonó el 
gen en un vector de expresión y se utilizó la proteína recombinante como 
inmunogeno en conejos. 
 
4.6.2.1 Amplificación del gen de calmodulina por PCR (Reacción en cadena de 
la polimerasa) 
Se extrajo ADN genómico a partir de 3 x107 trofozoítos de Giardia intestinalis cepa 
WBC6.  Para la extracción del ADN se usó el kit comercial Invitrogen Easy-DNATM Kit 
Genomic Isolation, se siguieron las instrucciones del kit: inicialmente se usaron las  
soluciónes degradadora (A) y precipitante (B), seguidas de extracción con cloroformo 
de las proteínas y precipitación etanólica de los ácidos nucleicos. Finalmente, se hizo 
una digestión con ARNasa para tener el ADN puro, que fue cuantificado por medidas 
de absorbancia a 260nm. 
  
Para amplificar por PCR el gen de calmodulina de Giardia, se diseñó una pareja de 
“primers” específicos y se incluyeron sitios de restricción (en negrilla) para las 
enzimas  BamHI en el “primer” sentido y SmaI en el “primer” antisentido:  
Gl-CaM1-S       5’GGATCCGGACGTAGCAGATGGAG 3’ 
Gl-CaM1-AS    5’ CCCGGGCCGTCTAATTTACCTCC 3’ 
 
Con estos oligonucleótidos se amplificó el marco abierto de lectura desde la posición 
131 hasta la 578, sobre el gen de calmodulina (AF359239 GenBank). Las 
condiciones de amplificación fueron las siguientes: 
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ADN genómico  = 100ng  
Buffer PCR10  =   1X 
4dNTPs   =         200 M  
“primers”      =         0,5 M 
Taq DNA polimer.  =  2,5 U 
MgCl2   =  2,0 mM 
El volumen de reacción fue 25 L y el programa térmico que se utilizó fue el mismo 
descrito en el numeral 4.6.1.3. 
 
4.6.2.2 Electroforesis en geles de agarosa 
Los resultados de las diferentes amplificaciones se visualizaron por medio de 
electroforesis horizontal en geles de agarosa de distintos porcentajes (1,0 ó 1,5%). El 
porcentaje de agarosa del 1% se usó para separar productos de tamaños superior a 
1000pb, para tamaños menores se usó agarosa al 1,5% en TBE11 0,5X. Cada 
muestra se mezcló con buffer de carga12 y la electroforesis se corrió en buffer TBE 
0,5X. Las condiciones de corrida fueron un voltaje inicial de 100V durante 15 
minutos, seguido de 50V durante 45 minutos aproximadamente. El gel se tiñó por 
suspensión en solución de Bromuro de Etidio (1µg/mL) en TBE 0,5X durante 10 
minutos; se visualizó y fotografió en un analizador de imágenes  UV Gel Doc 1000 
con el Molecular Analyst  Software versión 1.5  de BIO-RAD. El producto de 
amplificación fue purificado utilizando el Kit Wizard  PCR Preps DNA Purification 
System de Promega, y se cuantificó por comparación con el marcador DNA Lambda 
Hind III que es un  patrón de concentración conocida. 
 
4.6.2.3 Clonación en el vector de expresión.  
Inicialmente, el fragmento purificado correspondiente al gen de calmodulina se ligó 
en el vector pGEM-T easy (Promega). Este vector esta diseñado para clonar 
                                                 
10
 Buffer PCR 1X: 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 9,0  y 0,1% de Triton X-100. 
11
 Buffer TBE 0,5 X (1L): 45mM Tris-base, 45mM  ácido Bórico y 1mM  EDTA. Se ajusta a pH 8,3 
12
 Buffer de carga: 0,25% azul de bromofenol, 0,25%xylene cyanol, 30% glicerol 
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productos de PCR, esta clonación permitió obtener el fragmento en cantidad 
suficiente y con los extremos listos para clonar en forma direccionada en el vector de 
expresión. A continuación se describe en detalle el procedimiento: 
La reacción de ligación se realizó  en un volumen final de 10 L utilizando  50 ng del 
plásmido pGEM-T easy, y la cantidad necesaria de inserto en una relación 1:3 
(vector:inserto). Se utilizó el buffer13 específico para la enzima T4 DNA Ligasa (2U)  y 
la mezcla de reacción se incubó por 16 horas a 4°C. Se confirmó por PCR la ligación 
y 1 L de ésta se utilizó para transformar  células  de E. coli JM109 por 
electroporación. Se seleccionaron las colonias recombinantes sobre cajas de LB 
Agar suplementadas con 100 μg/mL de ampicilina, 100 M de IPTG (Isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside, Sigma) y 50 μg/mL de X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-
galactopyranoside, Sigma). Las colonias que crecieron de color blanco fueron 
seleccionadas como positivas, y se confirmaron por PCR. Una de estas colonias 
positivas se creció en medio líquido LB con ampicilina (100 µg/mL), para extraer el 
plásmido recombinante que se denominó pGEM-T-gCaM. Se realizó la extracción del 
ADN plasmídico utilizando el Kit Wizard  Plus Minipreps DNA Purification System 
(Promega). Por secuenciación se confirmó que el clon no contenía ninguna mutación 
y se procedió a  liberar el inserto. Para ello, se tomaron 4μg de ADN plasmídico y se 
cortaron con 10 unidades de la enzima SmaI (Promega), con buffer MULTI-CORE14 
en un volumen de reacción de 20 μL. La reacción se incubó a 25°C por 3 horas, 
después de este tiempo se inactivó la enzima por calentamiento a 65°C durante 10 
minutos. A continuación, se adicionó la enzima BamHI y se incubó por 2 horas más a 
37°C. El inserto liberado fue separado por electroforesis y purificado a partir del gel 
de agarosa con el Kit Wizard  PCR Preps DNA Purification System (Promega). El 
inserto de calmodulina purificado fue ligado en el vector de expresión PinPoint Xa 
(Promega). Este sistema genera proteínas de fusión con un dominio de biotinilación 
(produciendo así proteínas biotiniladas). El vector PinPoint Xa fue previamente 
                                                 
13
 Buffer ligación : Tris-HCl 30 mM pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1mM ATP 
14
 Buffer MULTI-CORE: 25mMTris-acetato (pH 7,5), 100mM acetato de potasio, 10mM acetato de magnesio, 
1mM DTT 
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digerido con las enzimas SmaI y BamHI, la ligación y transformación se realizaron 
del mismo modo como se describió para el vector pGEM-T easy. Se sembraron 
diluciones de las células transformadas sobre cajas de LB Agar con 100μg/mL de 
ampicilina. Se seleccionó una colonia positiva para inducir la expresión de la proteína 
de fusión. 
 
 
4.6.2.4 Inducción y detección de la proteína de fusión 
Para comprobar que el sistema procariote de expresión funcionaba adecuadamente, 
se crecieron las bacterias recombinantes en volúmenes pequeños de medio LB en 
presencia de biotina y  ampicilina. Se realizó la inducción de la proteína de fusión 
(gCaM) con IPTG, y después el cultivo de bacterias recombinantes fue separado por 
electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferido a 
membrana. La proteína de fusión biotinilada se detectó con estreptavidina-fosfatasa 
alcalina. A continuación se describe en detalle el procedimiento. 
  
4.6.2.4.1 Transferencia de Proteínas a membrana 
Se tomó un pequeño volumen (200 L) de las bacterias inducidas y se resuspendió 
en buffer muestra para electroforesis con el sistema de buffer discontinuo como se 
describió en la sección 4.4.1 Las proteínas  separadas por SDS-PAGE fueron 
transferidas a membranas de PVDF o nitrocelulosa, usando el método de 
electrotransferencia húmeda de Towbin [145] en buffer de transferencia15 aplicando 
20 voltios durante toda la noche (16 horas) o por 2 horas a 200mA.  
Para detectar la proteína de fusión biotinilada, la membrana se bloqueó incubándola 
en TBST16 durante una hora a temperatura ambiente con agitación constante. 
Posteriormente, la membrana se incubó por 30 minutos con el conjugado 
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Promega) diluido 1:3000 en TBST. Se realizaron 
tres lavados de 10 minutos cada uno con TBST y la proteína de fusión (gCaM) fue 
                                                 
15
 Buffer de transferencia : Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 10% v/v , pH 8,3. 
16
 TBST (TBS-Tween): Tris-HCl 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween 20 0,1% v/v. 
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detectada con los sustratos cromogénicos BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-
Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) en el 
Buffer de reacción.17 
 
4.6.2.5 Producción a gran escala y purificación de la proteína de fusión gCaM 
La purificación a gran escala de la proteína recombinante se hizo a partir un cultivo 
bacteriano crecido durante una noche, en medio LB suplementado con biotina 2 M  
y 100 g/mL de ampicilina. Al día siguiente se realizó una dilución 1:100 del cultivo 
en 1000mL  del mismo medio, y se creció a 37°C con agitación hasta que llegó a una 
densidad óptica de 0.4 a 600nm. En ese momento el cultivo fue inducido por la 
adición de  IPTG (Sigma) a una concentración final de 100 M, y fue incubado por 5 
horas más. Las bacterias fueron colectadas por centrifugación a 10.000 x g por 10 
minutos a 4°C. El pellet de bacterias cosechado se pesó y resuspendió en Buffer de 
lisis18 (10mL buffer/gramo de pellet). Las bacterias se lisaron por sonicación durante 
3 minutos con pulsos de 15 segundos en un equipo Heat Systems-ultrasonic model 
W-225 (20% power; 50% duty time). Luego se trató con lisozima a una concentración 
final de 1mg/mL 20 minutos. Después, se adicionó Triton X-100 a una concentración 
final de 0,1% ,y luego de 5 minutos se agregaron 200 unidades de ADNasa I y se 
incubó por 10 minutos más. Todo el proceso de lisis se realizó a 4°C con agitación 
suave. El lisado celular se centrifugó a 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El 
sobrenadante se recuperó y se le adicionó cocktail de inhibidores de proteasas 
(Sigma P8340) a una concentración final (1mM AEBSF, 14 M E64, 15 M Pepstatin 
A, 40 M Bestatin, 20 M Leupeptin, 0.8 M Aprotinin). La proteína de fusión se 
purificó a partir de este extracto usando cromatografía de afinidad sobre avidina  
(resina SoftLinkTM de Promega). Para la purificación, el extracto se puso a interactuar  
con 3 mL de la resina toda la noche a 4°C con agitación. Al día siguiente se empacó 
la resina en una columna de vidrio, se lavó con buffer de lisis y se eluyó con biotina 
5mM en el mismo buffer. La purificación se siguió a través de medidas de 
                                                 
17
 Buffer de reacción: Tris-HCl 100 mM pH 9.0, NaCl 150 mM, MgCl2 1mM. 
18
 Buffer de lisis: Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM y glicerol 5%. 
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absorbancia a 280nm. Se colectaron las diferentes fracciones y se monitorearon por 
electroforesis. Después de confirmar las fracciones que contenían la proteína gCaM 
pura, se reunieron y se filtraron en columnas Microcon (Millipore) para concentrar la 
proteína, y retirar la biotina que se utilizó en la elusión.  
 
 
 
4.6.3 Producción de un anticuerpo específico contra gCaM. 
La proteína recombinante gCaM purificada se usó como antígeno en la generación 
de un suero policlonal, en conejas de raza New Zeland de dos meses de edad. Este 
procedimiento se llevó a cabo en el bioterio del Instituto Nacional de Salud, siguiendo 
el siguiente esquema de inmunización [146]:  
El día cero se realizó una toma de sangre de la oreja de las conejas con el fin de 
tener el suero preinmune. La primera inoculación subcutánea se realizó con 50 g de 
proteína en 500 l de PBS con 500 l de adyuvante completo de Freund. Se 
realizaron refuerzos los días 18, 30 y 45 con 100 g de proteína  en adyuvante 
incompleto de Freund. En cada ocasión que se hizo refuerzo se tomó muestra de 
sangre para realizar un seguimiento en la producción de los anticuerpos. Los sueros 
se colectaron por centrifugación después de dejar coagular la sangre 1 hora a 
temperatura ambiente. El día 75 se obtuvo el suero final de trabajo por punción 
cardiaca. 
 
4.6.4 Obtención de Extractos de proteínas solubles citoplasmáticas 
Trofozoítos, parásitos enquistantes o exquistantes se obtuvieron y colectaron como 
se describió anteriormente y se resuspendieron en Buffer de extracción19. Las células 
se lisaron por sonicación durante 3 minutos con pulsos de 15 segundos a 4°C, en un 
equipo Heat Systems-ultrasonic model W-225 (20% power; 50% duty time). El 
sonicado fue observado al microscopio para verificar la lisis y posteriormente se 
centrifugó a 14.000 x g por 1 hora a 4°C. El sobrenadante (extracto) se retiró 
                                                 
19
 Buffer extracto : NaCl 50 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EGTA 1mM, glicerol 10%. 
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cuidadosamente y se le adicionó cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma P8340). 
El extracto se cuantificó inmediatamente por Bradford y se  conservó a –70°C hasta 
el momento de los ensayos. 
 
 
 
 
4.6.4.1 Transferencia especial para detectar calmodulina 
Se usaron las condiciones reportadas por Hulen, D. y colaboradores [147]. Después 
de la electroforesis el gel fue incubado y transferido en buffer KP20 durante 20 horas 
a 20 voltios. Luego, la membrana se fijó en buffer KP con glutaraldehido al 0.2% 
durante 45 minutos después se lavó la membrana 3 veces por cinco minutos con 
buffer KP para retirar el glutaraldehido. Luego, se siguió el procedimiento normal 
para western-blot.  
 
4.6.4.2 Western-blots 
Las membranas (PVDF o Nitrocelulosa) en donde se tuvieran los extractos proteicos 
se bloquearon 1h a temperatura ambiente con leche descremada 5% en TBST y se 
incubaron con los sueros de inmunización, en la dilución adecuada según el 
anticuerpo utilizado durante 1h a temperatura ambiente. Los lavados se realizaron en 
TBST, usualmente tres lavados de 5 minutos cada uno, seguido de un último lavado 
en TBS también de 5 minutos. Luego se incubó con un segundo anticuerpo acoplado 
a peroxidasa en una dilución 1:20.000 y se reveló por quimioluminiscencia utilizando 
el sustrato SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce. En algunas 
ocasiones se utilizó el sustrato cromogénico 4CN (4-chloro-1-napthol), pero en estos 
casos se usó el anticuerpo secundario en dilución 1:2000. También se usaron 
anticuerpos secundarios conjugados con biotina  en dilución 1:2000 y se reveló con 
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Promega), usando los sustratos NBT/BCIP. 
 
                                                 
20
 Buffer KP: 25mM KH2PO4/K2HPO4 pH 7,0 
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4.6.4.3 Inmunoprecipitación 
El anticuerpo policlonal anti-gCaM fue acoplado a una matriz de proteina A-agarosa 
(Sigma) en una relación 1:6 (anticuerpo:matriz). Se incubó un extracto proteíco del 
parásito con esta matriz-anticuerpo por 1hora con agitación suave a 4°C en 
presencia o ausencia de calcio dependiendo del experimento. Luego, se recuperó la 
matriz por centrifugación y se lavó 5 veces con 10 volúmenes del mismo buffer del 
extracto. El inmunoprecipitado se analizó por SDS-PAGE y western-blot      
              
4.6.5 Experimentos de inmunofluorescencia 
El protocolo de inmunofluorescencia que se usó con los parásitos de Giardia fue el 
reportado por Nohýnkova y colaboradores, con algunas modificaciones [148]. 
Inicialmente, el cultivo de parásitos se centrifugó a 500 X g por 10 minutos para 
retirar el medio de cultivo. El pellet de células se lavó 3 veces con PBS. Se 
resuspendieron las células en PBS y se permitió que se unieran a la superficie de 
una lamina de vidrio (15 minutos a 37 oC). La lámina se fijó con metanol durante 7 
minutos a -20oC. Las células se permeabilizaron con acetona durante 5 minutos a      
-20oC. En este punto era posible empezar el experimento de inmunofluorescencia o 
alternativamente las láminas se almacenaron secas a -20oC, para utilizarlas después. 
Luego, las células se rehidrataron sumergiendo la lámina en PBS por 10 minutos. El 
bloqueo se hizo con PBS-Suero bovino al 3% por 15 minutos. El anticuerpo primario 
se colocó en buffer de bloqueo durante 1hora y se ensayaron diferentes diluciones. 
Después, se hicieron 4 lavados con solución de bloqueo cada uno de 5 minutos. Se 
colocó el anticuerpo secundario conjugado a FITC (isotiociananto de fluoresceina) en 
la dilución recomendada por el fabricante en PBS. Se lavó igual que antes. En 
algunos casos se tiñeron los núcleos con yoduro de propidio 50μg/mL en PBS 
durante 5 minutos y luego de hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS, se 
dejó secar la lámina. Todo el procedimiento desde la rehidratación se realizó a 
temperatura ambiente. Finalmente, se observó en un microscopio de luz para 
fluorescencia Axiophot Carl Zeiss. (microscopio de luz reflejada modelo D7082). 
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4.7. Detección de proteínas de unión a calmodulina  
4.7.1 Ensayos de “overlay”  
Con estos ensayos se intentó detectar proteínas de unión a calmodulina presentes 
en extractos proteícos o en lisados completos de trofozoítos de G. intestinalis.  Para 
esto el extracto o lisado fue separado por SDS-PAGE y transferido a membrana, 
como se describió antes. El ensayo consiste en detectar la unión de calmodulina 
biotinilada a proteínas inmobilizadas sobre una membrana. La membrana fue 
bloqueada 1 hora con TBS-leche 0,5% y luego incubada con la calmodulina 
biotinilada (gCaM) 1 g/mL en TBS con CaCl2 1mM o EGTA 5mM  según el 
experimento, durante toda la noche.  Se hicieron 3 lavados cada uno de 10 minutos 
para retirar el exceso de gCaM y se incubó 45 minutos en buffer KP con 
glutaraldehido al 0.02% para fijar la calmodulina unida. Luego, se retiró el 
glutaraldehido, lavando con buffer KP. Después la calmodulina unida fue detectada 
directamente con estreptavidina-fosfatasa alcalina y los sustratos NBT/BCIP, o fue 
detectada por western-blot con el anticuerpo específico (anti-gCaM) y 
quimioluminiscencia. Las condiciones del overlay fueron estandarizadas en ensayos 
de dot-blot usando como control positivo calcineurina bovina (Sigma), que es una 
proteína de unión a calmodulina. 
 
4.7.2 Cromatografía de afinidad 
En estos experimentos se preparó una resina de afinidad, se tomaron 600µL de 
estreptavidina agarosa (invitrogen) y se equilibraron en buffer de unión21. Se acopló 
la recombinante gCaM en una relación 0,3µg/μL de gel con agitación suave a 4oC 
durante 3 horas. Se empacó la resina-gCaM en una minicolumna de vidrio, y 
después se lavó con el mismo buffer para retirar la proteína en exceso. Luego, se 
pasó el extracto de proteínas por gravedad (5mg de proteína total), después se lavó 
exhaustivamente. Se eluyó con el buffer de unión sin calcio y suplementado con 
                                                 
21
 Buffer unión : NaCl 50 mM, Tris-HCl 50 mM pH 7,5, CaCl2 2mM, glicerol 5%. 
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EGTA 5mM. Todos los pasos de la cromatografía se monitorearon siguiendo la 
absorbancia a 280nm y por electroforesis SDS-PAGE  
 
4.7.3 Pull-down.  
Este es un ensayo para aislar proteínas de unión a calmodulina en solución. En este 
experimento un extracto proteíco (6mg) de trofozoítos fue depletado de calmodulina 
endógena en presencia de EGTA 1mM a través de inmunoprecipitación, como se 
describió antes. Luego, se ajustó la concentración de calcio a 1mM  en el extracto 
depletado, y se incubó con la proteína recombinante gCaM (10 g) durante 1 hora, 
en un volumen de 1mL. Luego, se adicionaron 200 L de la resina Neutravidina 
(Pierce) o Soft-link (Promega) y se incubó por 1 hora más. Estas resinas “atraparon” 
la calmodulina biotinilada. Las resinas se recuperaron por centrifugación a 10000 x g 
por 10 minutos y se lavaron tres veces con el buffer de unión. Las proteínas que se 
unieron a la calmodulina recombinante de una forma dependiente de calcio, fueron 
eluidas usando el mismo buffer sin calcio y complementado con EGTA 5mM. Los 
eluidos fueron analizados por SDS-PAGE y el  gel fue teñido con plata usando el kit 
ProteoSilver Plus (Sigma). Los diferentes pasos del proceso fueron seguidos a través 
de western-blot. Todo el procedimiento se llevó a cabo con agitación suave a 4°C 
 
4.8. Identificación de proteínas por espectrometría de masas MALDI-TOF 
(matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight) 
Estos experimentos se llevaron a cabo, en el Laboratorio del Dr. Franklin Berger  
University of South Carolina. Durante una pasantía financiada por el programa de 
apoyo a tesis de posgrado de la Universidad Nacional.  
 
4.8.1 Electroforesis 2D 
Los extractos proteicos de células exquistantes fueron separados por electroforesis 
bidimensional (2D). La primera dimensión fue realizada en un equipo Bio-Rad 
Protean IEF cell, usando tiras de 11cm IPG (Bio-Rad Ready Strip) con gradiente 
lineal en un rango amplio de pH (3-10). Las tiras fueron rehidratadas toda la noche 
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con el extracto de proteínas mezclado 1:1 con el buffer de rehidratación22. Las 
condiciones de corrida fueron, 30 minutos a 250V y luego una rampa rápida de 
voltaje de 250V/2.5horas hasta acumular 10000V y con una corriente de 50μA sobre 
la tira a una temperatura de 20oC. Luego la tira se incubó en el buffer de equilibrio23 
con 130mM de DTT (Ditiotreitol)10 minutos y una vez más en el mismo buffer con 
135mM de iodoacetamida por 10 minutos. La segunda dimensión se corrió en un gel 
precast del 12,5 % Tris-HCl (Bio-Rad). Después de la segunda dimensión los geles 
fueron teñidos con Pro-Q-Diamond como se describió antes o con azul de  
Coomassie. 
 
4.8.2 Preparación de la muestra para MALDI-TOF  
Todos los reactivos utilizados en este procedimiento fueron grado espectrometría de 
masas. Se cortaron los “spots” correspondientes a las proteínas de interés de los 
geles 2D o la banda de interés de un gel 1D normal, y se transfirieron a tubos 
eppendorf de baja retención. En todos los pasos que se describen a continuación se 
utilizaron 200 μL de cada una de las soluciones. La muestra de proteína en el gel fue 
desteñida incubándola por 2 horas en solución de destinción24. Luego, el gel fue 
deshidratado por tratamiento de 5 minutos con acetonitrilo al 100%. Se retiró el 
solvente, y después de que se secó al ambiente, el gel se incubó por 10 minutos en 
solución de lavado25. De nuevo, se deshidrató el gel y para reducir las proteínas se 
trató con DTT 10mM por 30 minutos. Después de retirar el agente reductor, el gel se 
lavó y fue incubado con iodoacetamida 100mM por 30 minutos en oscuridad. Se 
repitieron los lavados y el gel se dejó digiriendo por 14 horas a 37oC con 5 μL de  
Tripsina Gold (Promega 20ng/μL) en bicarbonato de amonio 50mM. Después de la 
digestión enzimática, los péptidos fueron eluidos del gel incubándolo 10 minutos con 
acetato de amonio 50mM. Se recuperó este primer eluído y luego el gel fue tratado 
dos veces con una mezcla de 50% de acetonitrilo, 5% de ácido fórmico. Estos dos 
                                                 
22
 Buffer rehidratación: 7M urea, 2%CHAPS, 0,5/2% pharmalyte or  IPG buffer, 0,002% azul de bromofenol 
23
 Buffer de equilibrio:6 M urea, 75 mM Tris-HCl pH 8.8, 29.3% glicerol, 2% SDS, 0.002% azul de bromofenol  
24
 Solución destinción: acetonitrilo 50%, bicarbonato de amonio 50mM  
25
 Solución de lavado: bicarbonato de amonio 50mM 
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eluidos fueron reunidos con el primero y concentrados por centrifugación con vacío 
(Speed Vac). Los péptidos así eluidos fueron purificados y concentrados en un 
volumen final de 5μL de acetonitrilo 50%, ácido fórmico 0,1% usando las puntas Zip 
Tip C18 (Millipore). En todos los casos como control negativo se realizó todo el 
procedimiento descrito en esta sección sobre un fragmento del gel que no contenía 
proteína. Con el fin de descartar los pepetidos generadps por autodigestion de la 
tripsina o por contaminantes. 
 
4.9. Espectros de masas 
Se colocó 0,75µL de la mezcla de péptidos en una placa Bruker Daltonics que ya 
contenía la matriz de ionización ( -cyano-4-hydroxy-cinnamic acid), se dejó secar a 
temperatura ambiente, para que los péptidos cocristalizaran con la matriz, y se 
analizó en el espectrómetro de masas Ultraflex (Bruker Daltonics). La lista de masas 
generada, o mapa peptídico para cada muestra, se analizó con el programa 
MASCOT en  Matrix Science (www.matrixscience.com). Con este programa el mapa 
peptídico fue comparado contra una simulación del digerido tríptico de los marcos 
abiertos de lectura de todas las bases de datos disponibles en NCBI. El valor de 
tolerancia permitido estuvo entre +/- 0.1-0.2 dalton y sólo se permitió considerar 1 
error en el corte de la enzima. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
5.1 Purificación de quistes a partir de muestras clínicas 
 
El punto de partida de esta tesis involucraba superar  un inconveniente técnico 
crucial, tener quistes viables y parásitos durante las diferentes fases de la 
exquistación. Por trabajos previos en nuestro Laboratorio, sabíamos que quistes 
obtenidos in vitro no exquistaban o lo hacían en una proporción mínima, no útil para 
experimentación. Pero se habían tenido buenos resultados usando quistes in vivo 
provenientes de muestras clínicas de pacientes con giardiosis [32]. Sin embargo, 
aislar quistes de estas muestras en las condiciones adecuadas de “limpieza” para 
hacer experimentos bioquímicos no era fácil. El primer paso para nosotros, fue 
modificar el protocolo de purificación con el fin de eliminar todos los residuos y 
bacterias contaminantes de una forma en que no se afectara la viabilidad de los 
quistes. Esto lo logramos, usando dos pasos de purificación. Primero, usando un 
colchón de sacarosa para retirar el material grueso y luego filtrando los quistes a 
través de membranas de 5µm de poro. Como los quistes de Giardia tienen un 
tamaño promedio entre 8 y 10 µm, quedaban retenidos sobre la membrana en tanto 
que las bacterias pasaron con el filtrado. Luego los quistes se recuperaron del filtro y 
se resuspendieron en agua, en la figura 11 se presentan las imágenes que muestran 
los diferentes pasos de la purificación. Como se puede apreciar en la imagen, 
logramos obtener quistes en las condiciones adecuadas para realizar experimentos 
bioquímicos de inhibición, análisis de proteínas, aislamiento de ARN entre otros. 
Después de tener las condiciones de purificación establecidas, fue necesario reunir 
quistes en las cantidades suficientes para preparar extractos y para realizar los 
diferentes experimentos que nos interesaban. Lo que implico bastante tiempo porque 
dependíamos de la frecuencia con que llegara un paciente y de que no tuviera una 
infección mixta con otro tipo de parásito.  
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5.2 Experimentos de exquistación 
Para los experimentos de exquistación usamos el protocolo reportado por Bingham y 
Meyer [22]. Consiste en exponer los quistes además de la temperatura (37oC) a una 
solución con un pH bastante ácido (pH 1.6) que simula las condiciones de acidez del 
estómago del hospedero. Luego los quistes así tratados o “inducidos” se colocan en 
el medio normal de cultivo para permitir que el parásito abandone la pared del quiste 
 a b 
c d 
Figura 11. Aislamiento de quistes de Giardia a partir de muestras clínicas. Fotos en 
secuencia de la purificación. a: muestra inicial con flechas se señalan los quistes. b: la 
muestra después del colchón de sacarosa. c: los contaminantes que son retirados con la 
filtración. d: los quistes recuperados del filtro 
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y empiece a dividirse. Usando este protocolo, el 90% de los quistes que fueron 
aislados de pacientes exquistaron con porcentajes muy altos, entre el 60-70% e 
incluso mayores. De este modo pudimos tener células del parásito en el estado inicial 
de quistes, después que son estimulados a exquistar y  completamente libres de la 
pared del quiste en forma de exquizoíto o trofozoítos (Figura 12). Adicionalmente, 
este método de exquistación nos proporcionó valiosa información, ya que no es 
necesario usar ningún tipo de enzima en el procedimiento. Lo que implica que in vivo 
el parásito esta equipado con las proteasas y demás moléculas que necesita para 
salir del quiste, y que no son necesarias las proteasas del intestino del hospedador 
para que el proceso ocurra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3 Depende el proceso de exquistación de síntesis de novo de proteínas? 
Una de las primeras inquietudes que queríamos resolver, era si el proceso de 
exquistación dependía de síntesis de proteínas de novo. Aunque es un proceso que 
Figura 12  Proceso de exquistación del parásito Giardia intestinalis. 
Fotografías al microscopio de transmisión de luz de las diferentes etapas durante el proceso 
de exquistación. En el panel A quistes. En el panel B quistes después de ser tratados por 1 
hora con la solución ácida para inducir la diferenciación. En el panel C, parasitos 
exquistantes después de 1 hora en medio de cultivo. Extremo inferior derecho un parásito 
exquistando. En la parte superior izquierda un exquizoíto (flecha blanca) terminando de 
dividirse. Las flechas negras señalan la pared del quiste.    
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ocurre muy rápido (15 a 30 minutos) se han detectado cambios a nivel de la 
transcripción [24]  y en nuestro Laboratorio se había comprobado que cambios en la 
transcripción de algunas enzimas del metabolismo estaban directamente asociados a 
la síntesis de novo de dichas enzimas durante la exquistación [33, 37].   
 
Lo primero que evaluamos fue si hay un cambio evidente en el patrón o perfil total de 
proteínas. Para ello comparamos las tres fases de la exquistación cargando en el gel 
igual número de células, como se muestra en la figura 13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El primer punto corresponde a los quistes sin estimulo y este se designó como Q, el 
segundo punto se tomo exponiendo los quistes a la solución de inducción ácida, y se 
denominó I. El tercer punto corresponde a la exquistación completa en medio de 
cultivo, y se denominó II. No detectamos una diferencia apreciable al comparar el 
estadio de quistes (carril Q) y el de quistes inducidos (carril I). No ocurre lo mismo 
entre quistes inducidos (carril I) y exquistantes (carril II), en este último carril hay una 
Figura 13: Comparación del patrón total de 
proteínas, durante las etapas de la exquistación. 
Electroforesis SDS-PAGE. Gel 13% teñido con azul 
de Coomassie. Se cargaron 1X105 células por carril. 
Q: quistes 
 I: quistes inducidos 
 II: exquistantes.   
  M       Q       I       II 
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intensificación de bandas de alto peso molecular, lo más notable se observa a la 
altura de 66 kDa. Estos resultados nos indicaron que efectivamente hay síntesis de 
proteínas. Para establecer si estas nuevas proteínas son necesarias para que el 
proceso ocurra, evaluamos el efecto de varios inhibidores de síntesis de proteínas 
sobre el porcentaje de exquistación. Para ello, primero determinamos la 
concentración de inhibidor adecuada sobre el cultivo de trofozoítos. Ensayamos los 
siguientes inhibidores: 
 
Cicloheximida: es un inhibidor selectivo que bloquea la síntesis de proteína de 
eucariotes, pero no de procariotes. Interfiere con el paso de translocación. Inhibe 
tanto el inicio de la cadena como la elongación.  
Puromicina: Causa la terminación prematura de la cadena, porque actúa como un 
análogo del extremo 3’ de un aminoacil-tRNA. Inhibe el proceso en eucariotes y 
procariotes. 
Emetina: Inhibe la síntesis de proteínas en eucariotes, se une a la subunidad 
ribosomal 40S e inhibe la translocación.  
Anisomicina: inhibidor reversible de  síntesis de proteínas, con poca actividad 
antibacterial y antifungal.   
 
En la figura 14 se presenta un gráfico que muestra el efecto de cada inhibidor  sobre 
el crecimiento del cultivo de trofozoítos durante 24 horas. De los cuatro inhibidores 
ensayados puromicina no tuvo efecto en un amplio rango de concentraciones, por 
ello fue descartado. A continuación se presenta la concentración que causa una 
inhibición del 50% (IC50) en el crecimiento del cultivo  
 
INHIBIDOR IC50 μM 
Cicloheximida 0.8 
Emetina 12 
Anisomicina 9 
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Sobre el proceso de exquistación se usaron concentraciones de los inhibidores por 
encima del IC50 calculado sobre el cultivo de trofozoítos. Los inhibidores se 
evaluaron sobre cada una de las dos fases por separado. Para analizar el efecto 
sobre la fase I, se dejaron los quistes en agua con el inhibidor toda la noche a 4oC 
con el fin de asegurar el tiempo suficiente para que el inhibidor entrara a los quistes, 
y luego el inhibidor fue colocado nuevamente en la solución de inducción. Para 
afectar la fase II se colocó el inhibidor únicamente en el medio de cultivo. Al final de 
cada experimento se colectaron los parásitos y se contaron en hemocitómetro y se 
calculó el porcentaje de exquistación como se describió en materiales y métodos. En 
la figura 15 se presentan los resultados obtenidos, estos experimentos se realizaron 
en dos ocasiones independientes por triplicado, con resultados reproducibles.  
 
Efecto de inhibidores de síntesis de proteínas sobre el 
crecimiento de trofozoítos
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Figura 14 Efecto de inhibidores de síntesis de proteínas sobre el crecimiento de 
trofozoítos en cultivo. 1X106 parásitos fueron inoculados en tubos de 5mL, se permitió que 
se establecieran por 24 horas y se colocó el inhibidor en la concentración indicada o el 
solvente (control) durante 24 horas más. Luego, los parásitos fueron colectados y contados. 
Se presentan los resultados de un experimento representativo  (n=3)  promedio±DS 
(desviación estándar). 
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Los datos muestran que no hay un efecto drástico sobre las fases del proceso, con 
ninguno de los tres inhibidores utilizados. Pareciera haber un ligero aumento en el 
porcentaje de exquistación cuando el inhibidor se encuentra presente en la fase II del 
proceso. Para descartar la posibilidad de que la concentración del inhibidor fuera 
muy baja se realizaron otros experimentos aumentando significativamente las 
concentraciones de los inhibidores. No se utilizó anisomicina en este segundo 
ensayo, porque fue solubilizada en etanol y este solvente por sí solo mostró un 
efecto inhibitorio sobre la fase II del proceso. Como se puede observar en la figura 16 
inhibir la síntesis de proteínas no afecta el porcentaje de exquistación en el rango de 
concentraciones que nosotros probamos. Estos niveles de inhibidor son bastante 
altos y mostraron ser muy efectivos sobre trofozoítos 
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Figura 15 Efecto de inhibidores de síntesis de proteínas sobre las fases de la 
exquistación. 1X105 quistes fueron inducidos a exquistar en presencia de los inhibidores en 
la fase y  la concentración indicada. El porcentaje de exquistación fue calculado y expresado 
con respecto al control (con solvente). Se presenta el promedio±SD (n=3) de un experimento 
de dos que se realizaron de forma independiente. 
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Estos experimentos de inhibición nos permitieron concluir, que aunque hay síntesis 
de proteínas durante el proceso de exquistación, el proceso no depende de estas 
proteínas generadas de novo. Al parecer el quiste ya tiene todas las enzimas y 
proteínas que necesita para que el parásito pueda exquistar, cuando encuentra las 
condiciones ambientales apropiadas para hacerlo. 
 
5.4 Detección de cambios globales en  el patrón de fosfoproteínas durante la 
diferenciación del parásito 
La exquistación ocurre muy rápido y por ello posiblemente depende de vías de 
señalización que le permitan al parásito responder prontamente al estímulo. Es lógico 
pensar que proteínas kinasas y fosfatasas deben estar implicadas, ya que la 
fosforilación de proteínas es un mecanismo ampliamente utilizado para regular 
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Figura 16 Efecto de inhibidores de síntesis de proteínas sobre las fases de la 
exquistación. 1X105 quistes fueron inducidos a exquistar en presencia de los inhibidores en 
la fase y  la concentración indicada. El porcentaje de exquistación fue calculado y expresado 
con respecto al control (con solvente). Se presenta el promedio±SD (n=3) de un experimento 
de dos que se realizaron de forma independiente. 
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rápidamente la actividad de proteínas blanco.  Por ello, quisimos analizar el patrón de 
fosforilación durante la exquistación y ver si se presentaban cambios apreciables. 
Incluso evaluamos el patrón de fosforilación durante los dos procesos, enquistación y 
exquistación para compararlos. Utilizamos una tinción específica para proteínas 
fosforiladas, el colorante Pro-Q Diamond. Éste colorante es capaz de detectar 
específicamente proteínas fosforiladas en geles de poliacrilamida. Este reactivo tiñe 
grupos fosfato unidos a treonina, serina o tirosina, que pueden ser visualizados 
porque fluorescen cuando son expuestos a luz UV. Esta coloración es relativamente 
nueva y presenta grandes ventajas para detectar proteínas fosforiladas, porque es 
compatible con otros tipos de tinción y con espectrometría de masas [149]. Con esta 
técnica pudimos de una manera simple visualizar las proteínas fosforiladas presentes 
en extractos proteicos solubles.Correspondientes a diferentes etapas de los procesos 
de diferenciación. Para llevar a cabo estos experimentos fue necesario reunir un gran 
número de células (6 X 108), para preparar por sonicación extractos proteicos 
solubles de cada fase de la exquistación. Esto tomo tiempo porque dependíamos de 
que llegara una muestra de un paciente y que no tuviera una infección mixta con 
ningún otro parásito. La preparación de los extractos fue indispensable, ya que la 
tinción no funciona bien si se utilizan células completas (datos no mostrados). En la 
figura 17 se presenta un gel con el perfil de fosfoproteínas detectado con esta técnica 
durante el ciclo de vida completo. 
Al observar el gel notamos que durante la enquistación (carriles 0h-48h) en extractos 
solubles citoplasmáticos se destacan varias bandas, pero que el perfil no cambia 
apreciablemente durante el proceso, ni en número o intensidad de las bandas. Sobre 
la exquistación, por el contrario son pocas las bandas que se tiñen, pero son intensas 
y cambian en las diferentes etapas (carriles Q, I, II). Nuestra interpretación de estos 
resultados, es que los cambios a nivel de fosforilación (como lo intuíamos) son 
importantes durante el proceso de exquistación. La imagen del mismo gel teñido con 
Coomassie permite observar el patrón total de proteínas y confirmar que se 
compararon cantidades similares en todos los carriles.   
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En la figura 18 se presenta un gel en donde se comparan únicamente las fases de la 
exquistación y trofozoítos de cultivo y se analizan los cambios en detalle. Sobre los 
extractos se observan señales intensas lo que puede indicar que las proteínas 
fosforiladas son abundantes, o que tienen unido más de un grupo fosfato.  En el 
extracto de quistes (carril 1) se detectaron dos bandas una de ~29 kDa (a) y otra de 
~24 kDa (b), esta última más intensa. Sobre el extracto de la fase I o quistes 
inducidos (carril 2), se observa una banda un poco difusa de ~30kDa (a´) con una 
intensidad similar a la banda “a” del extracto de quistes, podría tratarse de la misma 
proteína con alguna modificación que la hace tener un pequeño cambio en la  
Pro-Q Diamond                                     Coomassie 
Figura 17 Detección de fosfoproteínas durante el ciclo de vida de G. intestinalis 
Extractos de proteínas (30 μg) correspondientes a diferentes tiempos durante los procesos de 
enquistación (0-48 horas) y diferentes etapas del proceso de exquistación (Q, I, II) fueron 
separados por electroforesis SDS-PAGE (gel 10%) y teñidos con Pro-Q Diamond  y azul de 
Coomassie como se describió en la sección 4.4 de materiales y métodos. M: corresponde al 
marcador de peso molecular, la banda de 45 kDa corresponde a ovalbumina (control positivo 
de tinción), las otras proteínas corresponden: 66 kDa (Albumina bovina), 36 kDa 
(Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), 29 kDa (Anhidrasa carbónica), 24 kDa 
(Trypsinogeno) y 20kDa (Inhibidor de tripsina).  
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movilidad electroforética. En la fase I no aparece la banda de 24 kDa (b), esto puede 
deberse a que la proteína es defosforilada o degradada, durante esta etapa de 
inducción ácida. Sobre el extracto de la fase II (carril 3) se observa una banda de 29 
kDa (a´´) que migra a la misma altura y con una intensidad muy similar a la banda “a” 
del extracto de quistes, pareciera tratarse de la misma proteína. Lo más notable en 
esta fase II fue la aparición de un duplete a la altura de 66 kDa (c), señalando que 
dos proteínas fueron fosforiladas. También fue evidente que durante la fase II se 
Figura 18 Detección de proteínas fosforiladas durante la exquistación.  
A: tinción con Pro-Q Diamond B: tinción con azul de Coomassie  
Gel SDS-PAGE del 10%.M: corresponde al marcador de peso molecular, la banda de 45 kDa 
corresponde a ovalbumina (control positivo de tinción), las otras proteínas corresponden: 66 kDa 
(Albumina bovina), 36 kDa (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), 29 kDa (Anhidrasa 
carbónica), 24 kDa (Trypsinogeno) y 20kDa (Inhibidor de tripsina).  
Se compararon 30µg de proteína por carril. 1: extracto de quistes  2: extracto fase I  3: extracto 
fase II  4: extracto de trofozoítos WB-C6  
76 
 
 
detectaron más bandas, pero con señales de baja intensidad. Posiblemente son 
proteínas recientemente modificadas, ya que el parásito en esta fase ha reactivado 
su metabolismo y recuperado la movilidad flagelar. Sobre el extracto de trofozoítos 
establecidos en cultivo (carril 4), aparecen varias bandas fosforiladas con intensidad 
media, pero no se observan señales similares a las detectadas durante la 
exquistación (comparar los carriles 3 y 4 panel A).  
 
En resumen, durante la exquistación detectamos tres eventos notables con la tinción 
de fosfoproteínas: 
 i) la desaparición de la banda de 24 kDa durante la fase I  
ii) una banda de 29 kDa que parece ser la misma proteína en quistes, en la fase II y 
posiblemente en la fase I 
iii) la fosforilación de un duplete de 66kDa en la fase II 
 
Después de adquirir la imagen de fluorescencia, el mismo gel fue teñido con azul de 
Coomassie para tener el perfil total de proteínas (panel B).  Se observa que en el 
extracto de quistes (carril 1) hay mayor concentración de proteínas en la región que 
corresponde a un peso molecular entre 20 y 30 kDa. No ocurre lo mismo en el 
extracto de la fase I y fase II (carril 2 y 3 respectivamente). También es notable que 
el extracto de la fase II es muy similar al extracto de trofozoítos en cultivo (comparar 
carriles 3 y 4 panel B). Sin embargo, presentan algunas diferencias como las bandas 
que se señalan con cabezas de flechas. Estos resultados, indican que a pesar de ser 
un proceso que ocurre rápidamente (toma 2 horas in vitro), hay un recambio de 
proteínas específico, algunas son sintetizadas y otras degradadas. 
 
5.5 Identificación de las proteínas fosforiladas por MALDI-TOF 
El paso por seguir fue identificar las proteínas cuyo estado de fosforilación estaba 
cambiando de forma evidente, para esto utilizamos espectrometría de masas. 
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La espectrometría de masas es una técnica muy poderosa, que permite identificar 
proteínas a partir del perfil de péptidos generados al digerir la proteína de interés con 
una enzima como tripsina. Estos experimentos los llevamos a cabo en el Laboratorio 
del Dr. Franklin Berger, University of South Carolina. Lo que hicimos fue separar los 
extractos proteicos correspondientes a quistes y parásitos exquistantes o fase II 
usando electroforesis bidimensional. Estos geles 2D fueron teñidos con Pro-Q 
Diamond, y de allí aislamos los proteínas fosforiladas, que fueron digeridas con 
tripsina y analizadas por MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization - 
time of flight). En la figura 19 se presenta el mapa electroforético bidimensional para 
el extracto de quistes. En el panel A se presenta el gel teñido con Pro-Q Diamond y 
visualizado bajo luz UV en donde fluorescen las proteínas fosforiladas. Se 
observaron dos señales a la altura de ~29 kDa (a) y otras dos señales de mayor 
intensidad con un peso molecular cercano a los 24 kDa (b). Estos cuatro “spots” se 
sacaron del gel y fueron analizados por MALDI-TOF. En el panel B se muestra el 
mismo gel teñido con Coomassie para tener un registro del patrón completo de 
proteínas y de los “spots” que fueron retirados del gel. En el panel C, se muestra el 
mismo extracto separado en un gel normal del 10% (corresponde a una parte de la 
figura 18). Es muy claro que la tinción de fosfoproteínas funciona bien tanto en geles 
2D como 1D y genera resultados reproducibles.   Las proteínas fosforiladas son de 
carácter ácido presentan un punto isoeléctrico  aproximado de 4.9   
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Se realizó el mismo procedimiento para separar el extracto correspondiente a la fase 
II de exquistación (figura 20). Se detectó una señal muy débil a la altura de 66 kDa 
(a) y tres señales a la altura de 29 kDa, que tienen el mismo peso molecular y 
difieren ligeramente en punto isoeléctrico (PI=5,16). Probablemente se trata de la 
misma proteína con diferente número de grupos fosfato, esto explicaría las diferentes 
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Figura 19. Separación bidimensional de proteínas del estadio de quiste. Extracto de 
proteínas solubles (200 μg) de quistes in vivo. Separado por electroforesis 2D, en un 
gradiente no lineal de pH 3-10; la segunda dimensión en un gel del 12%. A, corresponde al 
gel teñido con Pro-Q Diamond. B, corresponde al mismo gel teñido con azul de Coomassie. 
C El mismo extracto de proteínas separado en gel del 10% y teñido con Pro-Q Diamond. 
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intensidades de las señales y la variación en el PI. Aislamos el “Spot” marcado como 
“b” que es el más intenso. Nos llamo la atención que “a” y “b” tienen el mismo PI. 
También se tiñeron un grupo de “spots” que se localizan sobre una diagonal entre 30 
y 24 kDa, que van disminuyendo en tamaño y su PI va aumentando (4,8 a 5,1), 
a
bc
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Figura 20 Separación bidimensional de proteínas de la fase II (exquistantes). Extracto 
de proteínas solubles (200 μg) de parásitos en la fase II. Separado por electroforesis 2D, en 
un gradiente lineal de pH 3-10; la segunda dimensión en un gel del 12%. A, corresponde al 
gel teñido con Pro-Q Diamond. B, corresponde al mismo gel teñido con azul de Coomassie. 
C El mismo extracto de proteínas separado en gel del 10% y teñido con Pro-Q Diamond. 
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parece tratarse de la misma proteína y sus productos de degradación. De este grupo 
se aisló el “spot” marcado como “c” en el gel.  Estos fragmentos “spots” del gel que 
contenían las proteínas de interés fueron preparados para ser analizados por MALDI-
TOF como se describió en materiales y métodos (sección 4.8.2). A continuación se 
presentan los espectros de masas que se obtuvieron en el equipo Ultraflex Bruker 
Daltonics, para las cuatro proteínas aisladas del extracto de quistes.  En la figura 21 
se aprecia que el perfil de picos para la muestra a y a’ es muy similar, lo mismo 
ocurre entre b y b’; lo que concuerda con lo que se observa en el gel. La lista 
completa de masas para cada muestra fue comparada contra todas las bases de 
datos disponibles en NCBI (National Center for Biotechnology Information) usando el 
programa MASCOT disponible en  Matrix Science (www.matrixscience.com). Como 
obtuvimos los mismos resultados al analizar los dos extractos, quistes y fase II. 
Primero, vamos a presentar los datos (tabla 2 y 3) y luego discutiremos en conjunto 
los resultados obtenidos.      
muestra Score 
MASCOT 
No 
acceso 
Nombre 
proteína 
PI 
experimental 
PI 
teórico 
PM 
experimental 
PM 
teórico 
a 44 Q7R4K7 GIALA 
14-3-3 
4.9 5.09 29.000 28.558 
a’ 80 Q7R4K7 GIALA 
14-3-3 
4.9 5.09 29.000 28.558 
b 92 Q24966 GIALA 
HSP70 
4.9 5.24 24.000 71306 
b’ 97 Q24966 GIALA 
HSP70 
4.9 5.24 24.000 71306 
*Las proteínas identificadas presentaron un significativo hit (p<0.05) en el programa MASCOT 
Tabla 2 Resumen del análisis de los datos de masas del extracto de quistes. 
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Figura 21 espectros de masas de las proteínas aisladas del extracto de quistes (ver figura 19A). 
a y a’ corresponden a los dos spot de 30kDa; b y b’ corresponden a los dos spot de 24 kDa.  Los números indican el valor 
de m/z de los picos más fuertes del espectro. 
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Figura 22 espectros de masas de las proteínas aisladas del extracto de la fase II (exquistantes). 
a corresponde al “spot” de ~66kDa; b corresponde al “spot” de ~30 kDa; c corresponde al “spot” de ~28kDa (ver figura 19A).  
Los números indican el valor de m/z de los picos más fuertes del espectro. 
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En la figura 22 se presentan los espectros correspondientes a las muestras aisladas 
del extracto proteíco de la fase II. Al observarlas es muy evidente que presentan un 
perfil similar a los obtenidos para el extracto de quistes, y en efecto, obtuvimos los 
mismos resultados al hacer el análisis de los mapas peptídicos, como se resume en 
la tabla 3.  
muestra Score 
MASCOT 
No 
acceso 
nombre PI 
experimental 
PI 
teórico 
PM 
experimental 
PM 
teórico 
a 58 Q7R4K7 GIALA 
14-3-3 
5.16 5.09 29.000 28.558 
b 80 Q7R4K7 GIALA 
14-3-3 
5.16 5.09 29.000 28.558 
c 91 Q24966 GIALA 
HSP70 
4.84 5.24 24.000 71306 
*Las proteínas identificadas presentaron un significativo hit (p<0.05) en el programa MASCOT 
Tabla 3 Resumen del análisis de los datos de masas del extracto de la fase II 
(exquistantes). 
 
La espectrometría de masas nos permitió identificar las proteínas así (usando las 
convenciones de la figura 18A): en el extracto de quistes la banda de 29 kDa (a) 
corresponde a la proteína 14-3-3 y la banda de 24 kDa (b) corresponde a la Hsp70 
citoplasmática (heat shock protein de 70 kDa). En la fase II el duplete de 66 kDa (c) y 
la banda de 29 kDa (a’’) corresponden, las dos, a la proteína 14-3-3. Estos resultados 
fueron interesantes por varias razones:  
Primero, como lo indicaba la electroforesis (figura 18A) la banda de 29 kDa 
correspondía a la misma proteína 14-3-3 tanto en el extracto de quistes (a) como en 
el de fase II (a’’). Su peso molecular y el hecho que se presente fosforilada 
concuerdan con lo reportado recientemente en un estudio que caracterizó el 
comportamiento de la proteína 14-3-3 durante la enquistación de Giardia [150].  
Segundo, nos indicaban que el duplete de 66 kDa que aparece en la fase II no se 
debía a un evento de fosforilación, sino a la presencia de dímeros de la proteína  
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14-3-3. No podemos explicar por qué vemos dímeros  si la electroforesis se realizó 
en condiciones denaturantes y reductoras. En la literatura esta ampliamente 
referenciado que 14-3-3 se dimeriza establemente [151, 152] pero no hay reportes de 
unión covalente entre los monómeros. Este duplete de 66 kDa sólo lo observamos 
durante la fase II a pesar de que en el extracto de quistes también esta presente 14-
3-3. Tercero, la identificación de la banda de 24 kDa como la proteína Hsp70 
citoplásmatica, fue algo extraño ya que el peso molecular no concuerda.  Al analizar 
los datos de masas, parece que esta banda corresponde al extremo C- terminal de la 
proteína porque allí se localizan las secuencias que estarían dando origen a los 
péptidos generados. Puede que este fragmento de la Hsp70 sea producto de un 
clivaje específico. Llama la atención, que se considera que las proteínas Hsp70 
tienen una estructura conservada con dos dominios funcionales [153, 154]. Un 
dominio ATPasa localizado en el N-terminal de 45 kDa, y un dominio C-terminal de 
25 kDa que se une reversiblemente al polipéptido a plegar, y es el que estamos 
detectando fosforilado. Tampoco podemos descartar que sea el resultado de 
degradación inespecífica, aunque es improbable porque en la preparación de los 
extractos de proteínas se tuvieron todos los cuidados necesarios. Los extractos se 
prepararon a 4oC y en presencia un cocktail de inhibidores de proteasas. Además, el 
hecho se repitió en experimentos independientes. Sorprendentemente, no 
detectamos en ningún experimento la banda de Hsp70 completa fosforilada. Este 
resultado hizo necesario, que realizaramos experimentos adicionales para tratar de 
aclarar que estaba ocurriendo con Hsp70. 
 
5.5.1 Detección por western-blot de Hsp70 
Quisimos confirmar la presencia de Hsp70 en el extracto de quistes a pesar de que 
no la detectamos fosforilada. Realizamos ensayos de western-blot con un anticuerpo 
policlonal contra la Hsp70 (like DnaK) de levadura, que reconoce Hsp70’s de 
múltiples orígenes y  permite estimar los cambios en el total de proteínas Hsp70. 
Este anticuerpo ya había sido probado en Giardia [155].  En la  figura 23  (panel A) 
se presentan los resultados del western-blot, detectamos claramente una banda de 
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aproximadamente 70kDa sobre el extracto de trofozoítos. Sin embargo, sobre el 
extracto de quistes no observamos la banda de 70 kDa sino varias bandas, unas 
débiles de mayor tamaño al esperado y varias de menor tamaño, entre ellas una 
banda débil  a la altura de 24 kDa (cabeza de flecha). Con este experimento 
confirmamos que la Hsp70 no se encuentra completa en el extracto de quistes sino 
fragmentada, y solo uno de esos fragmentos está fosforilado. De otro lado, las 
bandas de mayor tamaño indican  que en el estadio de quistes también hay 
moléculas de Hsp70 con una modificación que aumenta su peso molecular. Lo que 
señala que esta proteína es objeto de varias clases de modificación.  Estos 
resultados nos llevaron a preguntarnos si estas formas modificadas de Hsp70 se 
encuentran presentes en otros momentos del ciclo de vida del parásito o son 
exclusivas del estadio de quiste?, puesto que no las detectamos en trofozoítos.  Para 
ello realizamos experimentos de enquistación in vitro en donde los trofozoítos fueron  
estimulados a pasar al estadio de quiste y experimentos de exquistación a partir de 
quistes obtenidos de pacientes con giardiosis. Sobre parásitos completos en 
diferentes etapas de los dos procesos de diferenciación evaluamos la expresión de 
Hsp70 por western-blot, figura 23 (panel B). Durante la enquistación observamos que 
en el estadio de trofozoíto (0 horas) aparece la proteína del tamaño esperado 70 
kDa,  y se mantiene invariable hasta las 12 horas de enquistación. Sin embargo, a 
las 24 horas disminuye la banda de 70 kDa y aparece otra banda adicional de mayor 
tamaño, esta última se va haciendo más fuerte y permanece hasta las 48 horas, que 
corresponde a quistes in vitro.  
 
En el proceso de exquistación, sobre quistes in vivo se observan formas modificadas 
de Hsp70, similares a las que aparecen en quistes in vitro (48 horas), aunque de 
mayor tamaño. En la fase I de inducción ácida estas bandas se hacen más débiles, 
casi desaparecen, y luego en la fase II aparece claramente la Hsp70 del tamaño 
normal, 70kDa. Este experimento nos indicó que la proteína Hsp70 es objeto de una 
modificación durante la enquistación, que conduce a que en el estadio de quistes 
solo se encuentre la forma modificada y luego, durante el proceso de diferenciación 
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inverso, la exquistación, desaparece la forma modificada y se induce la expresión de 
nueva Hsp70 del tamaño normal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.5.2 Las proteínas 14-3-3 y Hsp70 
Exploramos  acá la posibilidad de que la fosforilación fuera un mecanismo de 
señalización importante durante la exquistación de Giardia intestinalis, y pudimos 
detectar e identificar durante este proceso dos proteínas fosforiladas que se 
destacan específicamente. Ellas son 14-3-3 y Hsp70. La proteína 14-3-3 pertenece a 
una familia presente en todos los eucariotes [156], que se caracteriza porque forma 
homodímeros que se unen a proteínas blanco, fosforiladas en la mayoría de los 
casos [157]. Están involucradas en vías de señalización importantes para el control 
del ciclo celular, la estructura del citoesqueleto, en apoptosis y en la transcripción. Se 
considera que los dímeros de 14-3-3 pueden actuar de tres formas  (1) regular 
directamente la actividad catalítica de la proteína blanco. (2) regular la interacción de 
Figura 23 Detección de Hsp70 en quistes, trofozoítos y durante el ciclo de vida.  
A Western-blot sobre 15μg de extracto soluble de proteínas de quistes (C) y de trofozoítos 
(T), separados en un gel del 10%. B Western-blot sobre 1X105 células completas en 
diferentes tiempos (0-48 horas) del proceso de enquistación y en las 3 fases del proceso de 
exquistación C: quistes en el tiempo cero. I: fase I, parásitos inducidos después de 1 hora de 
iniciado el proceso. II: fase II, células exquistantes después de 2 horas de iniciado el 
proceso. Separados por SDS-PAGE en un gel del 13%. El anti-Hsp70 se utilizó 1:1000 y el 
anti-conejo-biotina 1:2000  
Enquistación Exquistación 
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la proteína blanco con otras moléculas dentro de la célula. (3) controlar la 
localización subcelular de la proteína blanco [158]. La proteína 14-3-3 fue 
recientemente caracterizada en G. intestinalis durante la enquistación del parásito,  
se reportó que es fosforilada, poliglicilada y que se transloca al núcleo [150]. 
Nuestros resultados indican que 14-3-3 es una proteína que permanece fosforilada 
durante las tres fases de la exquistación. Pensamos que puede estar desempeñando 
un papel, en cada una de las etapas de la exquistación de manera distinta. Esto lo 
planteamos por las diferencias que observamos en su comportamiento 
electroforético. En el estadio de quistes la proteína migra a la altura esperada ~29 
kDa (PM teórico 28.5 kDa). Pero en la fase I presenta una ligera disminución en la 
movilidad electroforética, lo que puede deberse a una modificación 
postransduccional, podría tratarse de una fosforilación adicional. Es una sugerencia 
especulativa, pero al analizar la secuencia de g14-3-3 con la herramienta NetPhos 
2.0 [159] (disponible en www.expasy.ch) detectamos varios posibles sitios de 
fosforilación con un alto “score”. En la literatura está referenciado la fosforilación de 
14-3-3 en diferentes sitios [151]. Lalle y colaboradores  demostraron que g14-3-3 
esta fosforilada en la Thr214, nuestros análisis de bioinformática con NetPhosK 1.0 
[160] señalan que la Ser34 puede ser objeto de fosforilación por parte de la PKA. 
Finalmente, nuestras observaciones nos indican que durante la fase de emergencia 
del parásito (fase II), debe pasar algo particular con 14-3-3, porque en esta fase 
detectamos la presencia de dímeros fosforilados de 14-3-3 que no son resueltos bajo 
condiciones denaturantes y reductoras. Además, la modificación que alteró la 
movilidad electroforética en la fase I se revirtió y los monómeros migran nuevamente 
a la altura esperada. En cuanto al papel de la fosforilación sobre la función de 14-3-3, 
se ha propuesto que puede controlar la unión a la proteína blanco y la 
homodimerización de la misma [161].  Se considera que la fosforilación ocurre en 
gran medida sobre las formas monoméricas, más que sobre el dímero. Esto se ha 
establecido con proteínas recombinantes [162]. Nuestros resultados muestran que en 
Giardia intestinalis tanto los monómeros como los dímeros se encuentran fosforilados 
en condiciones fisiológicas en la fase II de emergencia del parásito. Con respecto a 
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la función de 14-3-3 en otros parásitos protozoarios, la información es poca. Estudios 
de inhibición de la expresión de 14-3-3 en Trypanosoma cruzi, mostraron que las 
isoformas I y II de esta proteína están fuertemente implicadas en la división celular y 
nuclear del parásito [163]. En Toxoplasma gondii 14-3-3 se encuentra en dos 
isoformas una citosólica y otra asociada a rafts (dominios de membrana ricos en 
colesterol). La forma soluble es secretada en la vacuola parasitófora y hace parte de 
ESA (excreted/secreted antigens) que son proteínas altamente inmunogénicas 
durante las infecciones en humanos [164]. En Plasmodium se encontró que la 
proteína es expresada solo durante el estadio de trofozoítos en el ciclo 
intraeritrocitico [165].  
 
La otra proteína que identificamos fosforilada fue Hsp70, que pertenece a una familia 
de chaperonas altamente conservada que regula el plegamiento de proteínas 
durante condiciones normales y de estrés. Hsp70 promueve el plegamiento de 
cadenas polipeptídicas nacientes, translocación de proteínas a través de 
membranas, y evita la agregación de proteínas denaturadas después de una 
situación de estrés [153]. Si las proteínas no pueden ser plegadas adecuadamente, 
una cochaperona (CHIP)  unida al C Terminal de Hsp70 las ubiquitina y son llevadas 
al proteosoma para su degradación. De esta forma Hsp70 es una pieza clave del 
sistema celular de control de calidad de proteínas. Los niveles de esta chaperona 
son fuertemente regulados, en condiciones normales su nivel de expresión es bajo, 
pero ante condiciones de estrés se induce su síntesis por inducción de los genes de 
choque térmico. Pero después de que la célula se ha recuperado, los niveles de 
Hsp70 vuelven a su estado basal, porque es degradada específicamente en una vía 
dependiente de ubiquitina [166].  
 
Determinamos que en el estadio de quistes no se encuentra Hsp70 “normal” sino 
fragmentada y sólo un fragmento C-terminal está fosforilado. El fragmento fosforilado 
desaparece durante la fase de inducción ácida, bien sea  por la acción de alguna 
fosfatasa o porque es degradado por una proteasa. Este resultado nos llevó a 
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realizar experimentos adicionales, que nos revelaron aspectos interesantes de 
Hsp70. Encontramos que en el estadio de quistes esta proteína es bastante inestable 
y presenta varios tipos de modificación. Por western-blot detectamos bandas de 
degradación y también bandas de tamaño superior a 70 kDa. Encontramos que la 
proteína es modificada durante la enquistación, y llega al estadio de quiste in vitro 
como una banda que migra como si fuera de ~78 kDa. Durante la enquistación 
también aparecen, aunque muy débiles, productos de degradación (datos no 
mostrados), lo que concuerda con un reporte reciente [167]. Allí encontraron un 
aumento en la expresión de la proteína Hsp70 en el estadio de quistes in vitro 
comparado con trofozoítos en cultivo, sin embargo lo que detectan no es la Hsp70 
completa sino un fragmento de ~50 kDa. En cuanto a los quistes in vivo, también 
presentan estas formas modificadas de Hsp70 aunque el tamaño es algo mayor lo 
que señala diferencias entre los quistes in vivo e in vitro. Qué tipo de modificación 
ocurre sobre Hsp70 y por qué el parásito “almacena” esta forma modificada, será 
objeto de investigación en nuestro Laboratorio en el futuro. Lo que encontramos 
durante la exquistación, fue que en la fase I de inducción ácida empiezan a 
desaparecer las formas modificadas; en la fase de emergencia del parásito han 
desaparecido por completo y se detecta Hsp70 completa, de 70kDa. Pensamos que 
la síntesis de Hsp70 durante la fase II de la exquistación muestra que el parásito 
efectivamente tiene una respuesta a estrés.  
 
Nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por Morrison y colaboradores en 
2001 [155]. Usando el mismo anticuerpo contra Hsp70 de levadura que utilizamos 
nosotros en este estudio, ellos no encontraron cambios durante la enquistación. La 
diferencia entre las dos observaciones puede deberse a que no utilizamos el mismo 
método de enquistación. En nuestras manos el método de enquistación de Kane y 
colaboradores [40] nos da más altos porcentajes (30-40%) que el método de Boucher 
y Gillin (5-10%) que usaron ellos [26].  A los indicios de que Hsp70 es modulada 
durante la diferenciación de Giardia se suman dos reportes recientes [167, 168]. En 
uno de ellos comparan el transcriptoma de dos clones de Giardia uno sensible y otro 
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resistente a nitazoxanida y metronidazol [168]. Los autores encontraron que uno de 
los transcritos que presenta diferencias significativas entre los clones es el de la 
Hsp70 citoplasmática que es sobreexpresado en el clon resistente. Lo más 
interesante es  que después de un ciclo de enquistación-exquistación el clon 
resistente se vuelve sensible y los niveles de mRNA para Hsp70 bajan y son 
comparables con los del clon sensible. El papel de las proteínas de choque térmico 
en Giardia aun no esta entendido. En otros parásitos protozoarios se ha asociado a 
miembros de la familia Hsp70 con diferenciación. Entre ellos:Toxoplasma gondii en la 
diferenciación de taquizoíto (forma replicativa) a bradizoíto (forma latente) por 
condiciones de estrés relacionadas con procesos inflamatorios en el hospedero 
[169], además se le ha asociado en el mismo parásito como un factor de 
patogenicidad [170]. En Eimeria tenella Hsp70 es expresada específicamente 
durante la esporulación y la exquistación del parásito [171].  
 
Con el fin de completar un panorama acerca de la importancia de la fosforilación de 
proteínas durante el proceso de exquistación llevamos a cabo experimentos de 
inhibición de la actividad kinasa  y fosfatasa. 
 
5.5.3 Inhibición de la actividad kinasa durante la exquistación. 
Para determinar si los cambios en fosforilación que detectamos, estaban 
relacionados directamente con la exquistación, evaluamos el efecto de inhibidores de  
kinasas sobre la exquistación. Para ello utilizamos tres inhibidores: el compuesto KN-
62, inhibidor selectivo de la proteína kinasa II dependiente de calcio y calmodulina 
[172]. Lo escogimos  porque se sabe que calmodulina desempeña un importante 
papel durante la exquistación, aunque el mecanismo de acción no ha sido definido 
aún [30]. En segundo lugar usamos estaurosporina que inhibe serina-treonina 
kinasas [173], y finalmente genisteina un inhibidor de tirosina kinasas [174].  Estos 
compuestos fueron evaluados sobre cada una de las fases de la exquistación por 
conteo celular.  Encontramos que la presencia del compuesto KN-62, no tuvo efecto 
significativo en ninguna de las dos fases, usando concentraciones entre 1 y 10μM. 
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Con genisteina, se obtuvo un resultado similar, no hay efecto cuando se utiliza a una 
concentración de 1 μM. Concentraciones mayores no alteraron  la exquistación pero 
fueron tóxicas para el parásito, ya que los trofozoítos al final del proceso tenían muy 
poca movilidad. Lo que observamos con estaurosporina, un potente inhibidor de 
serina/treonina kinasas, fue que su presencia a una concentración de 1μM durante la 
fase I no afectó el proceso de exquistación. Sin embargo, cuando se colocó durante 
la fase II no había trofozoítos al final del experimento, sólo se encontraban 
exquizoítos y quistes intactos. Exquizoíto se le denomina al parásito recién emerge 
de la pared del quiste, es una célula que aún conserva la forma ovalada del quiste 
pero a diferencia de éste tiene movilidad, porque posee flagelos. Son pocos los 
exquizoítos que permanecen en un experimento de exquistación, porque 
rápidamente ocurre la citoquinesis y se generan dos trofozoítos.  Determinamos que 
el efecto de estaurosporina sobre la fase II fue proporcional a la concentración del 
inhibidor, en el rango de 0.1 a 1μM como se puede observar en la figura 24, en 
donde se graficó tanto el número de trofozoítos como el de exquizoítos presentes al 
final de los experimentos de exquistación, y se normalizó con respecto al número  
total de células en los conteos. En la gráfica es claro que durante la fase II en 
presencia del inhibidor el número de trofozoítos disminuye notablemente hasta casi 
desaparecer, en tanto que el número de exquizoítos aumenta. No se presenta el 
mismo efecto cuando el inhibidor es usado en la fase I. Para confirmar que  
estábamos viendo exquizoítos (cuadrinucleados) y no trofozoítos deformados 
(binucleados), teñimos los núcleos con yoduro de propidio. En el panel C de la figura 
24 se muestra  una fotografía que ilustra como son los exquizoítos, se alcanzan a 
apreciar los flagelos en la célula de la parte superior. A la derecha la imagen de  
fluorescencia, se observan los cuatro núcleos de los exquizoítos, en el panel inferior 
se presentan trofozoítos de cultivo con sus  dos núcleos para comparar los dos tipos 
de células. El porcentaje de exquistación, no cambió durante la fase I, y en la fase II 
se redujo tan solo un 12 % con la concentración más alta de estaurosporina, como se 
puede apreciar en la figura 24B. Esto se debe a que no se está inhibiendo la 
exquistación (o sea la liberación del parásito), lo que  realmente se esta bloqueando 
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es la citoquinesis del exquizoíto. Esta inhibición no se debe a un efecto tóxico, ya que 
los parásitos tienen movilidad, lo que indica que están vivos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Efecto de staurosporine sobre las fases de la exquistación. Experimentos de 
exquistación se realizaron como se describió en materiales y métodos en presencia de 
diferentes concentraciones de staurosporine. En A se graficó el de número de trofozoítos 
(líneas continuas) o exquizoítos (líneas punteadas) normalizado con respecto al número total 
de células en los conteos al final de la exquistación, se presenta el promedio ( S.D.) n=3. El 
inhibidor estuvo presente sólo durante la fase indicada, los cuadros corresponden a la fase I y 
los triángulos a la fase II. En B el porcentaje de exquistación en presencia de staurosporine 
con respecto al control (Cntl) con solvente, se presenta el promedio ( S.D.) n=3. Los 
resultados corresponden a un experimento de dos que se hicieron de forma independiente y 
que presentaron el mismo comportamiento. En C a la izquierda microfotografía de imagen de 
transmisión de luz, a la derecha imagen de inmunofluorescencia de núcleos teñidos con 
yoduro de propidio. Panel superior exquizoítos, panel inferior trofozoítos de cultivo. 
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En cuanto al efecto de estaurosporina sobre el cultivo de trofozoítos, encontramos 
que a la concentración máxima que usamos en la exquistación (1μM) y durante el 
tiempo que  se uso el inhibidor (1 hora), no se observó efecto sobre los trofozoítos en 
cultivo. De nuestros experimentos de inhibición de la actividad kinasa durante la 
exquistación, podemos concluir que hay eventos de fosforilación  dependientes de 
treonina-serina kinasas, que son indispensables para que el exquizoíto, después de 
liberarse de la pared del quiste, pueda dividirse. 
 
5.5.4 Inhibición de la actividad fosfatasa durante la exquistación 
Con respecto a la inhibición de fosfatasas, en la literatura se ha reportado que la 
actividad fosfatasa es especialmente importante en la fase I de la exquistación [27, 
31, 175], lo que concuerda con lo que observamos con la tinción específica de 
fosfoproteínas (figura 18A). El ácido okadaico es un potente inhibidor de serina-
treonina fosfatasas permeable a la célula, que en estudios de inhibición se utiliza en 
un rango nanomolar de concentraciones [176]. Considerando que la pared de los 
quistes podría ser un impedimento adicional para que el compuesto entrara en la 
célula, probamos concentraciones mayores de este inhibidor a las utilizadas 
normalmente, usamos entre  0.1 y 1μM, e incubamos los quistes toda la noche en 
presencia del inhibidor y luego durante cada fase de la exquistación. Sin embargo, no 
observamos un efecto significativo sobre la exquistación (datos no mostrados). En un 
reporte de literatura reciente [31] utilizaron como inhibidor ácido okadaico en una 
concentración de 10μM, bastante alta en nuestra opinión, y observan una  fuerte 
inhibición durante la fase I y durante la fase de emergencia del parásito. Es bueno 
recordar aquí, que nosotros estamos trabajando con quistes in vivo y los 
experimentos reportados hasta ahora en la literatura se realizaron con quistes 
obtenidos in vitro. La diferencia en el origen de los quistes es importante. 
Consideramos que utilizar concentraciones muy altas de un inhibidor, hace difícil 
descartar toxicidad inespecífica del fármaco. En nuestras manos y a una 
concentración máxima de 1μM  el ácido okadaico no tuvo el efecto descrito por 
Lauwaet T y colaboradores [31]. 
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5.6 Detección de proteínas de unión a calcio 
Como se mencionó en el marco teórico (sección 2.5), existen fuertes indicios de que 
el ión calcio desempeña un importante papel como segundo mensajero durante el 
proceso de exquistación del parásito. Por esta razón, para nosotros era interesante 
iniciar un estudio sobre las proteínas de unión a calcio presentes en Giardia y tratar 
de detectar proteínas diferentes a las ya reportadas. Para realizar este objetivo 
planteamos dos estrategias, la primera era usar una coloración específica que nos 
permitiría visualizar el patrón de proteínas de unión a calcio presente en el parásito, y 
la segunda era una búsqueda por bioinformática de proteínas de la familia EF-hand, 
utilizando una secuencia consenso para su búsqueda. 
 
5.6.1 Resultados con el colorante “stains-all”  
Una forma rápida de detectar proteínas de unión a calcio en una mezcla compleja es 
usar el colorante metacromático catiónico “stains-all”. Este colorante es usado 
directamente sobre geles de poliacrilamida, en donde las proteínas de unión a calcio 
tiñen de color azul en tanto que las otras se colorean de rojo o rosado. En la figura 25 
se presentan los resultados obtenidos con esta tinción sobre extractos 
citoplasmáticos solubles de las tres etapas de la exquistación. Es importante 
destacar que se utilizó un control positivo de tinción, calmodulina bovina comercial 
que corresponde a la banda de 20 kDa (carril M). calmodulina tiñó de azul como se 
esperaba, en tanto que el resto de proteínas del marcador que serian el control 
negativo se colorearon de rosado. Los controles nos indicaron que las condiciones 
de tinción eran las adecuadas. Sobre los quistes (carril Q) no se observan bandas 
nítidas, en general se ve un fondo rosado y unas sombras azules en la región 
superior del gel. En el extracto de la fase I (carril I), se observan unas bandas de 
color azul en la zona de 24 a 18 kDa. En el extracto de la fase II (carril II) se 
observan dos bandas azules muy tenues de alto peso molecular. Sobre el extracto 
de trofozoítos, aparece una banda azul intensa que no alcanza a ser resuelta por 
este gel. 
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En general la tinción no fue clara, ni muy sensible y presenta el inconveniente 
adicional de que se desvanece rápidamente porque es extremadamente sensible a la 
luz. Sin embargo, encontramos que sobre células completas se logró una mejor 
tinción.  En la figura 26 se analizó el ciclo de vida completo del parásito, enquistación 
y exquistación. Durante la enquistación se tiñen de azul cuatro bandas de 
aproximadamente 20,21, 22 y 29 kDa de peso molecular, estas bandas permanecen 
sin cambio hasta las doce horas de enquistación. A las 24 horas se mantienen las 
mismas bandas azules, aunque  algunas bandas rosadas se intensifican. Por el 
contrario a las 48 horas no se observan las bandas azules, aunque claramente se ve 
que hay una cantidad de proteínas similar en los dos carriles (comparar carril 24h y 
48h del gel teñido con Coomassie). Lo más interesante es que sobre quistes in vivo 
66 
45 
36 
29 
24 
 
20 
14 
 M    Q      I       II       T  M   Q      I       II       T 
66 
45 
36 
29 
24 
 
20 
14 
                                 Stains-all                Coomassie 
 
Figura 25 Tinción con stains-all durante la exquistación. SDS-PAGE en un gel del 
13%. M: marcador de peso, la banda de 20 kDa corresponde a calmodulina bovina (500ng), 
control positivo de tinción. 30 μg  de proteínas solubles fueron separados Q: quistes. 
I:parásitos en la fase I. II: parasitos exquistantes de la fase II. T: trofozoítos de cultivo. En el 
panel de la izquierda se muestra el gel que fue teñido con “stains-all” como se describió en 
la sección 5.2 de materiales y métodos. El panel de la derecha corresponde al mismo gel 
teñido con azul de coomassie 
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(carril Q)  sí se observan las bandas azules, al igual que en la fase  I y II de la 
exquistación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque no se pueden visualizar en la figura 26, nosotros observamos la presencia 
de dos bandas de alto peso molecular que tiñen de azul durante la enquistación y en 
la fase II de la exquistación. Aunque la tinción no funcionó tan bien como 
esperábamos, sí nos permitió tener una idea general de que son pocas las proteínas 
de unión a calcio presentes en G. intestinalis. Sin embargo, somos cautelosos con el 
resultado de la tinción porque se sabe que no todas las proteínas de unión a calcio 
tiñen de azul con “stains-all”, entonces podemos estar subestimando el número de 
ellas [177]. Con base en su peso molecular podemos suponer que las proteínas 
cercanas a 20 kDa pueden corresponder a centrina y calmodulina. Pero esta 
propuesta es absolutamente especulativa.  
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Figura 26 Tinción de proteínas de unión a calcio con el colorante Stains-all durtante el 
ciclo de vida de G. intestinalis 1X105 parásitos correspondientes a diferentes tiempos 
durante los procesos de enquistación (0-48 horas) y diferentes etapas del proceso de 
exquistación (Q, I, II) fueron separados por electroforesis SDS-PAGE (gel 13%). La imagen 
de la izquierda correponde al gel teñido con “stains –all “, a la derecha se presenta el mismo 
gel teñido con azul de Coomassie. 
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5.6.2 Resultados de bioinformática 
Utilizando la base de datos del genoma de Giardia que ha sido completamente 
secuenciado y esta recientemente disponible al público en el sitio 
http:/giardiadb.org/giardiadb/ en el portal EuPathDB (Eukaryotic Pathogen Database), 
nos fue posible buscar genes que codificaran para proteínas que posiblemente  
tuvieran el dominio de unión a calcio EF-hand, descrito en la sección 2.3.2.1 del 
marco teórico. El procedimiento que realizamos fue el siguiente: 
En la página principal utilizamos la herramienta “similarity/pattern” allí escogimos la 
opción “Interpro/Pfam domain” y seleccionamos “IPR002848: EF_hand_Ca_bd” 
En la tabla 4 se tabularon los resultados obtenidos. La búsqueda nos arrojó 18 
resultados, pocos si se tiene en cuenta que un análisis bioinformático similar reportó 
219 posibles EF-hand en el genoma de Arabidopsis [178] y una búsqueda con la 
misma metodología sobre el genoma de Trichomonas (http://trichdb.org/trichdb/) 
muestra 120 resultados positivos. Esto implica que hay una concordancia entre los 
resultados obtenidos con la tinción “stains-all” y la búsqueda por bioinformática.  
En Giardia las posibles EF-hand identificadas fueron: 3 como calmodulina, 2 
correspondían a centrina/caltractina y 1 a calcineurina B. Estas proteínas son 
ampliamente reconocidas como pertenecientes a la familia EF-hand. De ellas existe 
evidencia experimental en Giardia para calmodulina [30, 126] y centrina [137, 138] 
pero no hay un reporte sobre calcineurina.  Las otras proteínas identificadas son: 
subunidades reguladoras de la proteína fosfatasa 2A (4 resultados), una proteína 
similar a la proteína de muerte celular programada, la cadena liviana de la dineina, y 
6 resultados corresponden a proteínas hipotéticas. 
Para confirmar que estas proteínas en realidad pertenecían a la familia EF-hand,  
cada secuencia la analizamos con la herramienta PROSITE disponible en 
http://expasy.org, que permite detectar los motivos presentes en una proteína. 
También determinamos el número de dominios EF-hand que cada una de las 
secuencias presentaba, y el programa PROSITE reportó el “normalized score”;  en 
donde se considera que un valor mayor de 9 es significativo.  Al analizar los datos, 
encontramos que de los tres resultados a los que se les asigna como identidad 
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calmodulina, sólo uno corresponde al gen real (GL50803_5333) que posee los 4 
dominios EF-hand, ver figura 27. Los otros dos resultados poseen solo 2 y 3 
dominios.  
La proteína centrina es también conocida como caltractina, dentro de los resultados 
hay dos datos uno asignado como centrina (GL50803_6744) y otro como caltractina 
(GL50803_104685). El análisis de las dos secuencias indica que ambas poseen 4 
dominios EF-hand,  al comparar las dos secuencias entre sí usando BLAST 
presentan una identidad del 60%. Son similares pero no se trata de la misma 
secuencia. En 1996 se caracterizó el gen centrina/caltractina [137] de Giardia como 
un gen de copia única y codifica para la proteína denominada caltractina. Sería 
necesario hacer experimentos para comprobar si el gen que se reporta para centrina 
es funcional, y si se trata de un parálogo.  En cuanto al resultado designado como la 
subunidad calcineurina B, el análisis de su secuencia solo encuentra 1 motivo EF-
hand (figura 27). Esta proteína es muy conservada y normalmente posee 4 dominios 
EF-hand [179]. Realizamos un análisis por BLAST para buscar que tan similar es con 
otros ortólogos y encontramos que la mayor similaridad es del 33% y la tiene con la 
calcineurina B de Pichia guilliermondii . Es un valor bajo si se considera que la 
homología en esta familia de proteínas es superior al 50%.  Estos datos nos hacen 
dudar de que realmente se trate de la subunidad reguladora de la fosfatasa 
calcineurina. 
 
En lo que respecta a los 4 resultados que corresponden a subunidades reguladoras 
de la proteína fosfatasa 2A.  En la literatura se reporta que estas subunidades 
variables y reguladoras le proporcionan especificidad por el sustrato, y diferente 
localización celular al “core” de la fosfatasa que esta compuesto por una subunidad 
catalítica y una subunidad estructural [180]. Se ha determinado que proteínas 
reguladoras de la familia B’’ PR70[181] y PR72[182] son proteínas EF-hand y son los 
únicos reportes que asocian una regulación directa del calcio sobre la PP2A. Estas 
subunidades reguladoras parecen estar involucradas en la transición G1/S del ciclo 
celular en células de mamífero y en el inicio de la replicación del DNA. Estas dos 
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proteínas PR70 y 72 poseen dos dominios EF-hand, nosotros encontramos que solo 
2 de las secuencias (GL50803_17538 y  GL50803_17157) poseen 2 dominios, las 
otras presentan un solo dominio EF-hand identificable.  Se ha reportado que la 
subunidad catalítica de la PP2A de Giardia (gPP2A-C) cambia de localización 
durante la diferenciación [31], y todas las subunidades reportadas de la familia B’’ en 
ese artículo son las que nosotros encontramos como proteínas EF-hand. Es 
interesante, que la gPP2A-C se localiza  en varias estructuras del citoesqueleto y se 
concentra en los cuerpos basales del parásito, en donde se concentran otras 
proteínas EF-hand como centrina y calmodulina; y kinasas como PKA y ERK1[31]. 
Puede ser que estas proteínas B’’ estén implicadas en la localización de la PP2A-C 
en los cuerpos basales. Sería muy interesante en el futuro establecer la localización 
celular de estas subunidades reguladoras y por supuesto confirmar que realmente 
son proteínas de unión a calcio. 
 
Otra proteína identificada por este análisis bioinformático es una similar a la 
“programmed cell death 6” (PDCD6) o ALG-2 (apoptosis-linked gene 2). PDCD6 es 
reconocida como un mediador de apoptosis en células de mamíferos, y se han 
reportado homólogos en otros organismos, incluyendo la ameba Dictyostelium 
discoideum [183].  Es una proteína altamente conservada de 191 aa y se caracteriza 
por poseer 5 dominios EF-hand, el quinto dominio no es funcional para unir calcio  
pero le permite a la proteína formar dímeros [184]. La proteína identificada en Giardia 
solo posee dos dominios de unión a calcio, y teniendo en cuenta que no hay 
evidencias de que en este parásito ocurra apoptosis, es poco probable que en 
realidad se trate de un homólogo de la PDCD6.  
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[Gene]       [CDS Length]  [Product Description]        [Protein    Molecular   EF-hand     score in prosite   
                Length]   Weight]    
 
GL50803_13652      486  calmodulin              161 17999    2   (10.72;10.11) 
 
GL50803_13231 465  Calmodulin      154 17259    3   (14.04;10.05;7.87)  
 
GL50803_5333 462  Calmodulin      153 17275    4   (16.44;13.23;16.72;9.91)  
 
GL50803_9894 2679  Protein phosphatase 2A regulatory subunit, putative  892 101179    1   (11.36) 
 
GL50803_14947 690  Hypothetical protein     229 26465    1   (11.89)  
 
GL50803_14589 462  Hypothetical protein     153 17219    2   (10.86;5.81) 
 
GL50803_6744 486  Centrin       161 18687    4   (16.89;11.75;14.26;14.96) 
 
GL50803_16829 573  Calcineurin B subunit     190 21746    1   (8.99) 
 
GL50803_17157 1362  Phosphatase subunit gene g4-1    453 51693    2   (6.79;9.80)  
 
GL50803_104685 531  Caltractin      176 20224    4   (16.47;12.31;11.58;14.32) 
 
GL50803_101260 1764  Hypothetical protein     587 66458    1   (10.52) 
 
GL50803_2933 543  Programmed cell death protein-like protein   180 19960    2   (13.48;10.44)   
 
GL50803_2261 1917  Ser/Thr protein phosphatase 2A, 72/130 kDa reg sub B  638 72368    1   (9.33) 
 
GL50803_17538 2295  Phosphoprotein phosphatase 2A regulatory subunit  764 85565    2   (7.06;9.63) 
 
GL50803_7207 3177  Hypothetical protein     1058 120104    No hit  
 
GL50803_7578 513  Dynein light chain     170 19203    3   (8.29;11.14;5.08) 
 
GL50803_6439 552  Hypothetical protein     183 20947    2   (10.64;8.38) 
 
GL50803_16411 465  Hypothetical protein     154 17992    3   (13.17;9.88;5.64) 
 
 
Tabla 4. Proteínas de la familia EF-hand presentes en el genoma de Giardia intestinalis. [gene]: número del gen.  [CDS Length]: 
longitud de la región codificante. [Product Description]: nombre de la proteína. [Protein Length]: número de aminoácidos. [Molecular 
weight]: peso molecular de la proteína. EF-hand: número de dominios EF-hand identificados. Score prosite: el score para cada 
dominio asignado por el programa PROSITE. Un valor de score > 9 se considera significativo 
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Figura 27 Diagrama de las posibles proteínas EF-hand. En el esquema aparecen 
localizados sobre la secuencia los dominios EF-hand, a la izquierda se señala el número 
de aminoácidos. A la derecha la identidad de la secuencia.   
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Finalmente, una proteína identificada como cadena liviana de la dineina presenta 3 
dominios EF-hand, presenta similaridad con la proteína de 18 kDa LC4 de 
Chlamydomonas. LC4 se asocia directamente con la cadena pesada  del brazo 
externo de la dineina del flagelo de este organismo [185]. En Giardia no hay ningún 
estudio publicado hasta el momento sobre la presencia y función de dineina en este 
parásito.  Buscando en Pubmed encontramos reportes para un antígeno de 
Schistosoma denominado ss22.6, que se caracteriza por presentar dos dominios EF-
hand hacia el N terminal de la proteína y un dominio homólogo a la cadena liviana de 
la dineina hacia el C terminal [186]. Sin embargo, al comparar esta proteína con la 
secuencia que encontramos en Giardia no presentan homología.  
 
Cuando analizamos los resultados con la herramienta PROSITE no detectamos 
dominios EF-hand sobre la secuencia GL50803_7207, parecía tratarse de un falso 
positivo. Sin embargo, al utilizar  la herramienta de búsqueda de dominios en Interpro 
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) sí se identifican 3 dominios EF-hand como se muestra 
en la figura 28 y el valor de “score” asignado a cada uno indica que son resultados 
confiables. No tenemos más información porque se trata de una proteína hipotética.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En resumen, es muy llamativo que Giardia posea un repertorio tan reducido de 
proteínas EF-hand; lo que puede indicar que las vías de señalización dependientes 
de calcio se apoyan en gran medida sobre calmodulina  que debe ser el sensor que 
permite que se diversifique la señal. También es notable que la mitad de las 
Figura 28 Detección de dominios sobre la secuencia GL50803_7207 Usando la 
herramienta “InterProScan Sequence Search”, en rojo se muestra la distribución de los 3 
dominios EF-hand identificados. 
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secuencias identificadas por este análisis presentan un número impar de dominios 
EF-hand  como se muestra en la figura 29. Generalmente, estos dominios se 
encuentran en número par excepto en las proteínas que pertenecen a la subfamilia 
penta-EF que poseen 5 dominios pero este no es el caso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7 Análisis de la expresión del gen de calmodulina durante la exquistación  
usando RT-PCR 
Nuestro interés fue determinar el nivel de expresión para calmodulina durante la 
exquistación de Giardia, para ello inicialmente usamos RT-PCR que es una técnica 
que permite evaluar de forma semi-cuantitativa los cambios en la expresión de un 
mARN. Se extrajo ARN total a partir de células correspondientes a los estadios de 
quistes in vivo (Q), inducidos (fase I) y exquistantes (fase II), el porcentaje de 
exquistación de este experimento fue del 70%.  Se utilizaron 10 ng de ARN total 
como plantilla para la transcripción reversa y en el mismo tubo se realizó la 
amplificación por PCR con los “primers” específicos para el gen de calmodulina y 
para los genes control GDH (glutamato deshidrogenasa)  y E1R (proteína activadora 
de ubiquitina). La secuencia de los “primers” utilizados y las características de la 
amplificación se presentaron en la sección 4.6.1.2 y 4.6.1.3 de materiales y métodos.   
    
 
Distribución de las secuencias según número de 
dominios EF-Hand
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Figura 29 Distribución de las secuencias EF-hand obtenidas por análisis bioinformático 
del genoma de Giardia con respecto al número de dominios EF-hand que presentan. 
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En el gel de la figura 30 se muestra que el transcrito para calmodulina se detecta 
claramente en el estadio de quistes y su expresión aumenta 1,4 veces en la fase I de 
inducción ácida, pero al final del proceso en la fase II la cantidad de transcrito 
disminuye a la mitad. El transcrito para el gen E1R fue utilizado como control de 
carga, puesto que nosotros hemos determinado que su expresión es constante 
durante el ciclo de vida del parásito [34],  y el análisis densitométrico lo confirmó. El 
gen GDH presentó el comportamiento esperado, aumenta a medida que transcurre la 
exquistación, aunque su expresión no fue  analizada por densitometría [33].  El 
control negativo sin transcriptasa reversa no generó ningún producto de 
amplificación. Se realizó otro experimento independiente con células que exquistaron 
con baja eficiencia (30% de exquistación) y se obtuvo un resultado similar. Lo que 
GDH 
  Q       I        II 
Calmodulina 
E1R 
 
Figura 30 Resultados del  RT-PCR 
durante la exquistación. Los 
mensajeros de los genes calmodulina  
E1R,  y GDH fueron amplificados 
sobre 10 ng de ARN total y los 
productos fueron separados por 
electroforesis en agarosa y 
visualizados por tinción con bromuro 
de etidio. Q: quistes, I: fase I, II: fase 
II 
 
Se realizó un análisis densitométrico 
del gel para los genes cam y E1R con 
el programa ImageJ (Wayne 
Rasband, National Institutes of 
Health, USA). En el eje y aparecen 
los valores de densidad integrada 
(número de pixeles X área) Vs etapa 
de la exquistación 
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nos indica que los niveles de transcrito para el gen de calmodulina no correlacionan 
con la capacidad del parásito para pasar de la forma inactiva a la replicativa.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En este punto del trabajo decidimos analizar la expresión del gen de calmodulina 
durante el ciclo de vida completo. Realizamos experimentos de enquistación  y 
obtuvimos ARN total para los parásitos en diferentes momentos del proceso, para 
estos experimentos de RT-PCR utilizamos como control el gen cwp1 que es un 
marcador del proceso ya que su expresión es inducida únicamente durante la 
enquistación de Giardia. El porcentaje de enquistación que obtuvimos para este 
experimento fue del 44 % (figura 31).La expresión de calmodulina no varía en forma 
notable durante las 12 primeras horas de enquistación, pero desde las 24 horas 
hasta las 48 horas se observa una  disminución en el producto de amplificación. El 
perfil de expresión del gen cwp1 corresponde al reportado [187]  mostrando que el 
proceso de enquistación fue eficiente. Un experimento independiente con un 
  0h      3h       6h     12h     24h     48h 
cwp1 
calmodulina 
Figura 31 Resultados del  RT-
PCR durante la enquistación. 
Los mensajeros de los  
genes calmodulina  y cwp1 
fueron amplificados sobre 10 ng 
de ARN total extraído de 
parásitos colectados 0, 3, 6, 12, 
24 y 48 horas después del 
estímulo. Los productos fueron 
separados por electroforesis en 
agarosa y visualizados por tinción 
con bromuro de etidio.  
 
Se  realizó un análisis 
densitométrico del gel con el 
programa ImageJ (Wayne 
Rasband, National Institutes of 
Health, USA). En el eje y 
aparecen los valores de densidad 
integrada (número de pixeles 
*area) Vs etapa de la 
enquistación  
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porcentaje de enquistación del 40% mostró el mismo comportamiento. En resumen, 
los resultados del RT-PCR nos indicaron que el transcrito para calmodulina es 
abundante y se expresa durante el ciclo de vida completo. El gen es regulado en los 
dos procesos aunque los cambios son más evidentes durante la exquistación.    
 
5.7.1 Producción de un anticuerpo específico contra la calmodulina de G. 
intestinalis 
Quisimos determinar la expresión de la proteína calmodulina durante el ciclo de vida 
del parásito y ver si había alguna correlación con los cambios que observamos a 
nivel del transcrito. Dado que calmodulina se caracteriza por ser una proteína 
altamente conservada entre los eucariotes, pensamos que con un anticuerpo 
comercial podríamos detectarla. Sin embargo, después de  varios intentos con el 
anti-calmodulina monoclonal (C7055 Sigma) que es una mezcla de 3 clones 
2D1+1F11+6D4 desarrollados contra la calmodulina de D. discoideum no obtuvimos 
resultados sobre extractos proteicos de Giardia. Los controles positivos que en este 
caso fueron calmodulina bovina comercial y un extracto de proteínas del parásito P. 
falciparum, nos indicaron que las condiciones del western-blot eran las adecuadas 
como se puede ver en la figura 32. Se detectan con claridad una banda de 20 kDa 
correspondiente a la calmodulina comercial y sobre el extracto de proteínas de P. 
falciparum una banda de 17 kDa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32 Western-blot para detectar calmodulina 
Carril 1: 30μg extracto  de trofozoítos de G. intestinalis 
Carril 2: 20μg extracto de P.falciparum 
Carril 3: 500 ng de calmodulina bovina 
 
Anti-CaM monoclonal       1:2000 
Anti- ratón-biotina             1:2000 
 
 
 
 
1        2        3 
20 kDa 
17 kDa 
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Estos resultados nos indicaron que definitivamente la calmodulina de Giardia es 
bastante divergente y que para poder detectarla necesitábamos desarrollar un 
anticuerpo específico. Para obtener el anticuerpo, produjimos una proteína 
recombinante que se utilizó como antígeno.  Esto implicó amplificar el gen completo 
de calmodulina por PCR, clonarlo en el vector para productos de PCR pGEMT-easy, 
de este modo generamos el recombinante pGEM-T-gCaM. Aislamos ADN plasmídico 
de este clon recombinante, y por corte con enzimas de restricción liberamos el 
inserto como se muestra en la figura 33. Purificamos el inserto y lo clonamos 
nuevamente en el vector de expresión  PinPoint Xa (Promega), con el ADN del 
plasmído recombinante PinPoint-gCaM se transformaron bacterias competentes y se 
aisló una colonia positiva. 
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Figura 33 Clonación del gen de calmodulina de Giardia en el vector pGEMT. En el 
panel A se muestra el producto de PCR que corresponde al marco abierto de lectura 
(carril 1). El producto de PCR se ligó con el vector pGeM-T, y se transformaron bacterias 
competentes de la cepa JM109. Panel B Rastreo y confirmación por PCR de colonias 
positivas (+) colonia negativa (-). Panel C se muestra el ADN plasmídico aislado de un 
clon recombinante pGEM-T-gCaM (carril 1). El ADN fue tratado con las enzimas SmaI y 
BamH1 para liberar el inserto (carril 2). En todos los paneles M corresponde al marcador 
de peso molecular, los números señalan los tamaños de algunas bandas. 
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Una colonia positiva se creció en medio líquido con IPTG, que indujo la expresión de 
la proteína de fusión. Se seleccionó el vector PinPoint Xa porque en este sistema  se 
obtiene la proteína de fusión biotinilada, esta modificación otorga grandes ventajas 
para la detección y purificación posterior. El gen de calmodulina codifica para una 
proteína de 17 kDa, que se expresó fusionada a un “tag” que es biotinilado y  tiene 
un tamaño de 13 kDa, como resultado obtuvimos una proteína recombinante de 30 
kDa. La expresión de la proteína se hizo en presencia de biotina y fue detectada con 
el sistema fosfatasa alcalina NBT/BCIP. Después de confirmar que se expresaba la 
proteína de fusión en la fracción soluble, se preparó un cultivo a gran escala para 
purificarla. A partir de un extracto soluble de las bacterias recombinantes, se aisló la 
proteína por cromatografía de afinidad sobre una resina de avidina, el procedimiento 
se describió en detalle en la sección 4.6.2.5 de materiales y métodos. En la figura 34 
se presenta un gel en donde se muestran los resultados de la cromatografía de 
afinidad, en que se logró purificar en condiciones nativas la proteína de fusión gCaM 
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Figura 34 Obtención y purificación de la proteína recombinante gCaM. En el panel A 
extractos solubles de bacterias sin transformar (carril 1) y sobre bacterias recombinantes 
(carril 2) se separaron por SDS-PAGE en un gel del 10% y se transfirió a una membrana 
de PVDF, la proteína recombinante biotinilada, se detectó con fosfatasa alcalina/NBT-
BCIP. Panel B gel SDS-PAGE 10% teñido con azul de Coomassie, carril M: marcador de 
peso molecular. Carril 1 y 2 últimos 2 lavados de la columna antes de eluir la proteína 
unida a la resina. Carril 3 -5: eluidos de la columna.   
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Las fracciones que contenían la proteína fueron reunidas, y se filtraron en columnas 
Microcon (Millipore) para concentrarla, y retirar la biotina que se utilizó en la elusión. 
Obtuvimos un rendimiento de 1,5 mg de proteína por litro de cultivo de bacterias 
recombinantes.   
 
Dos conejas de la raza Nueva Zelanda fueron inoculadas con la proteína 
recombinante gCaM siguiendo el esquema de inmunización descrito en la sección 
6.3 de materiales y métodos. Se hizo seguimiento a los sueros inmunes por medio de 
western-blot sobre la proteína recombinante, se generó una buena respuesta en las 
dos conejas como se muestra en la figura 35. En donde se observa que no hay 
ninguna reacción cruzada con el suero preinmune (carril1), y que a partir del día 30 
ya se han generado anticuerpos contra la proteína gCaM (carril 3).  El último suero 
se obtuvo el día 75 cuando se hizo la sangría final, se colectaron aproximadamente 
30 mL de suero de cada coneja que se almacenó con  glicerol al 10% a -80oC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Todos los experimentos que se describirán de aquí en adelante se realizaron con el 
último suero de la coneja 2, anti-gCaM.  El siguiente ensayo fue evaluar el anticuerpo 
sobre  Giardia, en la figura 36 se presenta el resultado del western-blot sobre 
trofozoítos del parásito. Se detectó claramente una banda del tamaño esperado 17 
kDa sobre el parásito, no hay “background” ni reacción cruzada con el suero 
preinmune. Como control positivo se uso la proteína recombinante gCaM.  
Coneja 1               Coneja 2 
+       1  2  3   4  5               1  2  3  4   5   Figura 35 Seguimiento en la producción del 
anticuerpo por western-blot. La proteína 
recombinante gCaM se corrió en un gel del 12% y se 
transfirió a membrana de PVDF. Para el western se 
uso el suero inmune 1:2000 y como anticuerpo 
secundario anti-conejo-HRP 1:1000. Se reveló con el 
sustrato 4CN 
 
Carril +: gCaM detectada con fosfatasa alcalina NBT/BCIP 
Carril 1: suero preinmune 
Carril 2: suero 18 días post-inoculación  
Carril 3: suero 30 días post-inoculación 
Carril 4: suero 45 días post-inoculación 
Carril 5: suero final 75 días post-inoculación  
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Lo siguiente que nos interesó evaluar es si el anticuerpo gCaM puede reconocer la 
proteína calmodulina de diferentes orígenes. En la figura 37 se presenta el western-
blot en donde comparamos nuestro anticuerpo y el monoclonal comercial.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es evidente que obtuvimos un anticuerpo altamente específico que detecta 
fuertemente la calmodulina de Giardia, débilmente la calmodulina bovina (carril 2 
panel C) y no detecta la calmodulina del parásito P. falciparum. Por el contrario, el 
anticuerpo comercial detecta claramente la calmodulina bovina y de Plasmodium 
pero no reconoce la de Giardia (panel A). Ensayamos el anticuerpo en experimentos 
de inmunoprecipitación, con el fin de establecer si podía reconocer calmodulina en 
forma nativa y unida o no al ión calcio. En la fígura 38 se presenta el western-blot en 
que se demuestra que anti-gCaM puede inmunoprecipitar la proteína en las dos 
formas. De esta parte del trabajo podemos concluir que fue exitoso el desarrollo de 
Figura 36  Detección de calmodulina sobre 
trofozoítos de Giardia. 
Western-blot con el suero preinmune (panel A) y con el 
anticuerpo anti-gCaM (panel B). Los dos sueros se 
usaron 1:2000, el anticuerpo secundario anti-conejo-
HRP 1:1000, se reveló con el sustrato 4CN 
  
Carril 1: 500 ng de proteína recombinante gCaM 
Carril 2: 2 X 105 trofozoítos  
1      2  1      2  
A B 
17 kDa 
30 kDa 
 1     2     3      1   2    3      1     2    3      
      comerc.   preinmune  policlonal       A               B              C 
1    2   3    1   2   3    1   2    3 Figura 37 Especificidad del anticuerpo anti-gCaM 
Western-blot sobre: 
Carril 1: extracto de proteínas de P. falciparum 
Carril 2: 100 ng de calmodulina bovina 
Carril 3: 2 X 105 trofozoítos de G. Intestinalis 
 
Panel A: con anti-calmodulina monoclonal comercial 
(Sigma) 1:500 y anti-ratón-HRP 1:500 
 
Panel B: con el suero preinmune 1:2000, anti-conejo-
HRP 1:1000 
 
Panel C: con el anti-gCaM 1:2000, y anti-conejo-HRP 
1:1000 
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este anticuerpo y se convirtió en una herramienta muy valiosa para nuestros 
siguientes experimentos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7.2 Detección de calmodulina durante el ciclo de vida de G. intestinalis 
Para detectar el nivel de proteína durante el ciclo de vida del parásito, realizamos un 
western-blot sobre células completas como se muestra en la figura 39. Utilizamos 
1X105 parásitos de diferentes etapas de los procesos de enquistación y exquistación, 
que fueron resuspendidos directamente en buffer muestra de electroforesis y 
separados por SDS-PAGE en un gel del 13%.  Este experimento nos permitió 
comparar a grandes rasgos el perfil completo de proteínas durante la diferenciación 
del parásito. Durante las primeras 24 horas después del estímulo de la enquistación, 
solo se observa un leve incremento en la concentración de proteínas en la región 
entre 24 y 30 kDa aproximadamente. Pero, a las 48 horas que corresponde a quistes 
in vitro resistentes a lisis hipotónica, se presentan cambios más notables, como la 
aparición o aumento de una banda a la altura de 50 kDa y se hace más evidente un 
aumento en la cantidad de proteínas entre 24 y 30 kDa, sobre todo una banda de 
~26 kDa. Lo más interesante que notamos es que la banda intensa de 50 kDa y la de 
26 kDa están ausente en los quites in vivo (comparar carriles 48h y Q); que se 
Figura 38 Western-blot sobre extractos de proteínas de trofozoítos 
inmunoprecipitados en presencia de 1mM de calcio ó 5 mM de EGTA 
Carril 1: extracto de proteínas de trofozoítos 
Carril 2: el último lavado de la proteína A 
Carril 3: inmunoprecipitado con el anticuerpo y calcio 
Carril 4: sobrenadante con calcio 
Carril 5: último lavado de proteína A 
Carril 6: inmunoprecipitado con el anticuerpo y EGTA 
Carril 7: sobrenadante con EGTA 
Carril 8: último lavado de la proteína A 
Carril 9: inmunoprecipitado con el preinmune y calcio 
Carril 10: sobrenadante con calcio 
Carril 11: último lavado de la proteína A 
Carril 12: inmunoprecipitado con el preinmune y EGTA 
Carril 13: sobrenadante con EGTA 
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constituyen en evidencias adicionales sobre las diferencias entre estos dos tipos de 
quistes. En cuanto a la expresión de calmodulina, se observa que la proteína  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
presenta un nivel prácticamente constante durante el ciclo de vida, comportándose 
como una proteína constitutiva o “housekeeping”; esto se observa más claramente 
en el análisis densitométrico de las bandas que se presenta en la figura 40. Durante 
 M        0h       3h      6h     12h    24h    48h      Q        I         II         
17 kDa 
26 kDa 
22 kDa 
66 
45 
36 
29 
24 
20 
14 
Gel SDS-PAGE 13 % 
teñido con azul de 
Coomassie 
Western-blot con anti-
gCaM revelado con 
quimioluminiscencia 
Western-blot con anti-
CWP1 revelado con 
fosfatasa alcalina/NBT-
BCIP 
Figura 39. Expresión de calmodulina y CWP1 durante el ciclo de vida de G. 
intestinalis. Proteína total de 1X105 parásitos colectados en diferentes momentos de los 
procesos de diferenciación, fue separada por SDS-PAGE en un gel del 13% y transferida 
a membrana de nitrocelulosa. En el panel superior se muestra el gel replica teñido con 
azul de Coomassie. En el papel de la mitad se presenta la película resultado del western-
blot con anti-gCaM (1:20000) y anti-conejo-HRP (1:20000), se revelo con el 
Chemiluminescent Substrate (PIERCE). En el panel inferior se muestra el resultado del 
western-blot con anti-CWP1 (1:500, Waterborne Inc.) y anti-ratón biotina (1:2000) 
 
Enquistación Exquistación 
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las fases de la exquistación no se observa ninguna diferencia (carriles Q, I, II), lo que 
indica que los cambios que se detectaron en el transcrito (figura 30) no correlacionan 
con el nivel de la proteína. También, es importante destacar que a nivel de proteína 
no se observa diferencia entre quistes in vivo e in vitro.  Esta misma membrana fue 
usada para detectar la proteína de la pared del quiste CWP1, cuya expresión solo se 
induce cuando el parásito enquista. Como ha sido reportado [43], se empieza a 
detectar la proteína del tamaño esperado (26 kDa) desde las 6 horas post-estímulo, 
su nivel aumenta apreciablemente a medida que transcurre la enquistación, y sufre 
un procesamiento a las 48 horas en donde se observan 2 bandas de intensidad 
similar una de 26 kDa y otra de ~22 kDa. Esta modificación postransduccional sobre 
CWP1, nos llamó la atención porque sólo un reporte técnico la ha descrito [188]. En 
ese reporte establecieron que la banda de 22 kDa no es el resultado de una 
proteólisis inespecífica de CWP1, y por secuenciación determinaron que las dos 
proteínas tienen el mismo extremo amino, lo que sugiere que el corte ocurre en el 
carboxi terminal.  Este procesamiento no es un artefacto debido al proceso de 
enquistación in vitro, porque las dos bandas también están presentes en los quistes 
in vivo. Sin embargo, es notable que la intensidad de las bandas es menor en los 
quistes in vivo  que en los in vitro (figura 39 y 40 comparar 48h y Q).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Expresion de las proteínas CaM y CWP1 en el 
ciclo de vida
0,0E+00
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Figura 40 Análisis densitométrico de la expresión de las proteínas Calmodulina y 
CWP1 en el ciclo de vida del parásito. Se  realizó un análisis densitométrico del gel que 
se muestra en la figura 29 con el programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes 
of Health, USA). En el eje y aparecen los valores de densidad integrada (número de 
pixeles *area) Vs etapas de los procesos de enquistación (0h-48h) y exquistación (Q, I, II). 
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5.7.3 Inmunolocalización de calmodulina en Giardia 
Llevamos a cabo experimentos de inmunofluorescencia usando el anticuerpo anti-
gCaM, sobre parásitos en diferentes momentos durante el ciclo de vida. El 
procedimiento se realizó como se describió en la sección 4.6.5 de materiales y 
métodos. Los primeros experimentos se hicieron en los estadios de trofozoíto y 
quiste. En la figura 41 se muestra que en los trofozoítos la calmodulina se localiza en 
el citoplasma, y se concentra en los cuerpos basales que se ubican en la parte 
anterior entre los dos núcleos del parásito. No hay tinción sobre flagelos, ni sobre los 
núcleos o es muy débil. En el quiste, también se observa en el citoplasma, y se 
concentra en los cuerpos basales y en los axonemas de los flagelos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 42 se presenta una imagen con varios trofozoítos, en donde se verifica 
que  todas las células presentan el mismo patrón de localización. Como control se 
utilizó el anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina acetilada (Sigma, T6793), que da un 
patrón de tinción idéntico en todas las células y completamente diferente al de 
calmodulina, y nos indica que el proceso de permeabilización fue adecuado. Con 
este anticuerpo se detectan el disco ventral, los cuerpos medianos y axonemas. 
Reiner y colaboradores (2003), transformaron trofozoítos de Giardia con el gen de 
calmodulina fusionado a un “tag” de AU1 y valiéndose de ese “tag” localizaron la 
proteína. Ellos reportan una localización en los cuerpos basales y una cantidad 
variable de calmodulina en el citoplasma.  
Nosotros encontramos una fuerte fluorescencia en el citoplasma y coincidimos en 
que hay una notable acumulación de calmodulina en los cuerpos basales. Ellos no 
muestran la localización en quistes, pero en ese estadio observamos acumulación de 
CaM tanto en los cuerpos basales y además en los axonemas. 
Figura 41 Inmunolocalización de 
calmodulina sobre trofozoítos y quistes. 
Trofozoítos WB-C6 y quiste in vivo fueron  
fijados y permeabilizados, e incubados con 
el anti-gCaM 1:200 y anti-conejo-FITC 
1:100 (Sigma). La barra indica 10 m 
La flecha blanca señala los cuerpos 
basales, y la roja los axonemas. 
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Con el fin de establecer si hay cambios en la localización de calmodulina durante la 
diferenciación del parásito. Realizamos experimentos de inmunofluorescencia 
durante la enquistación y exquistación. En la figura 44  presentamos la detección 
simultánea de calmodulina y de la proteína de la pared del quiste CWP1 durante la 
enquistación; el anti-CWP1 esta marcado con TAMRA (tetrametilrodamina) y pudo 
ser detectado directamente. A las 6 horas de enquistación calmodulina se localiza 
como en los trofozoítos no enquistantes (figura 42) en todo el citoplasma y 
concentrada en los cuerpos basales, CWP1 se ve muy débilmente. Entre las 12 y 24  
CWP1 aumenta su expresión y se encuentra en todo el citoplasma. A las 48 horas se 
observa un quiste completamente formado con sus cuatro núcleos, calmodulina 
localizada sobre el cuerpo del parásito aunque no de forma completamente 
homogénea, sino concentrada en algunas regiones pequeñas, no se ve asociada a la  
 
Figura 42 Deteccción de calmodulina y tubulina sobre trofozoítos. Trofozoítos 
fueron fijados y permeabilizados e incubados con anti-gCaM 1:200 y anti-conejo-FITC 
1:100 o con anti-tubulina 1:100 y anti-ratón-FITC 1:100. Los núcleos en el panel de la 
izquierda fueron teñidos con yoduro de propidio; se señalan sobre una célula con la 
flecha azul. La flecha blanca señala los cuerpos basales. La flecha amarilla señala el 
disco ventral, y la flecha roja los cuerpos medianos. 
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Figura 43 Detección de Calmodulina y CWP1 simultáneamente durante la enquistación. 
Parásitos en 4 momentos del proceso fueron incubados con anti-gCaM 1:200, anti-conejo-
FITC 1:100 y con el monoclonal anti-CWP1-TAMRA 1:10. En las muestras correspondientes a 
24 y 48 horas se tiñeron los núcleos con yoduro de propidio. La barra corresponde a 10µm.  
Localización de calmodulina durante la enquistación.  
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Localización de calmodulina durante la exquistación 
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pared del quiste. CWP1 se observa recubriendo por completo la pared del quiste. 
Durante la exquistación (figura 44), en quistes in vivo se observan más claramente la 
tinción de los cuerpos basales y axonemas que en los quistes in vitro. Durante la fase 
de inducción ácida, la fluorescencia aumenta considerablemente, pero esto no se 
debe a un aumento en la cantidad de calmodulina presente (como lo demostró el 
western-blot, figura 39), sino muy seguramente a que el anticuerpo puede entrar con 
mayor facilidad dado que se empieza a degradar la pared del quiste. Esto se observa 
con mayor claridad, con CWP1 que se localiza de manera definida en la pared del 
quiste in vivo, y en la fase I parte de la proteína se desprende de la pared. Durante la 
fase II, se presentan varias imágenes organizadas y numeradas de tal forma que se 
puede observar en secuencia lo que ocurre en esta fase II, pero que no 
corresponden a un solo campo de observación al  microscopio.  En 1 se muestra un 
parásito (en verde) que empieza a salir por un polo de la pared (flecha blanca) , en 2 
el parásito abandona la pared del quiste y la calmodulina se ve uniformemente 
distribuida, excepto en los núcleos que se observan como zonas más oscuras. En 3 
se observa un exquizoíto y ya se puede apreciar la acumulación de calmodulina en 
los cuerpos basales, los núcleos se ven como zonas oscuras y localizados como 
pares hacia cada uno de los polos de la célula (flecha amarilla). En 4 y 5 se muestra 
al exquizoíto completando la citoquinesis, para generar dos trofozoítos, se aprecian 
con más claridad los núcleos y la calmodulina dispersa por todo el citoplasma y 
concentrada en los cuerpos basales de cada trofozoíto. Es importante destacar aquí, 
que estas imágenes del proceso de exquistación son información muy valiosa, 
debido a que como se ha mencionado antes en la literatura el proceso ha sido 
pobremente documentado.  
 
Figura 44 Detección de Calmodulina y CWP1 simultáneamente durante la exquistación. 
Parásitos en las tres fases (quistes, fase I y fase II) fueron incubados con anti-gCaM 1:200, 
anti-conejo-FITC 1:100 y con el monoclonal anti-CWP1-TAMRA 1:10. En la fase II, se 
presentan varias imágenes organizadas y numeradas de tal forma que se puede observar en 
secuencia lo que ocurre en esta fase, pero que no corresponden a un solo campo de 
observación al  microscopio, como se aprecia en la imagen de luz.  La barra corresponde a 
10µm. La flecha blanca señala la pared del quiste, las flechas amarillas los núcleos. 
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5.7.4 Localización de calmodulina y de los núcleos durante la exquistación y en 
la fase II inhibida con estaurosporina. 
Repetimos los experimentos de inhibición con estaurosporina de la actividad serina-
treonina kinasa, y lo seguimos por inmunofluorescencia con anti-gCaM y tinción de 
núcleos con yoduro de propidio. En la figura 45A se presentan las imágenes de las 
tres fases de la exquistación en condiciones normales. En el estadio de quistes in 
vivo los núcleos se agrupan hacía un polo de la célula, y así se mantienen durante la 
fase I de inducción ácida. Pero, en la fase II cuando emerge el exquizoíto los núcleos 
se han organizado como pares, y cada par se localiza en los polos opuestos de la 
célula. Incluso, parece que la migración de los núcleos ocurre aunque el parásito no 
pueda exquistar, ya que en la imagen se muestra un quiste intacto y sin embargo, se 
ve que los núcleos han migrado a los polos. En la figura 45B se presentan imágenes 
correspondientes únicamente a la fase II de la exquistación, en presencia o ausencia 
de estaurosporina. Como se describió en la sección 5.5.3 de resultados y discusión, 
la estaurosporina bloquea la citoquinesis del exquizoíto durante esta etapa del 
proceso. La marcación con anti-gCaM nos facilitó la visualización de las células, con 
estaurosporina sólo se observan exquizoítos y se nota que ya no se marcan con 
intensidad los cuerpos basales. Por el contrario, en condiciones normales sólo se 
observan trofozoítos terminando de dividirse, y calmodulina claramente se concentra 
en dichas estructuras. Lo más interesante que notamos, es que en las células 
inhibidas los núcleos no se desplazan hacía los polos del exquizoíto como ocurre en 
condiciones normales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
119 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En células inhibidas con estaurosporina los núcleos permanecen agrupados, se 
presentan varías imágenes con diferente grado de magnificación, que evidencian que 
Figura 45 Localización de calmodulina y los núcleos durante la exquistación y en la fase II 
inhibida con estaurosporina. En el panel A las diferentes fases de la exquistación en 
condiciones normales. Panel B células en la fase II de la exquistación en presencia o ausencia 
de 1 M de estaurosporina. En verde calmodulina y en rojo los núcleos teñidos con yoduro de 
propidio. La barra indica 10 m  
A 
B 
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esta localización anormal fue una característica general en estas células. Estos 
resultados indican que la inhibición de la actividad kinasa además de inhibir la 
citoquinesis, bloquea la migración de los núcleos. Recientemente, un estudio sobre la 
mitosis y citoquinesis en Giardia propone que los cuerpos basales, pueden estar 
implicados en la migración nuclear. Es posible que los cuerpos basales se asocien 
con la envoltura nuclear y de este modo se asegure que cada célula hija recibirá los 
núcleos y flagelos que le corresponden. Ellos sugieren que la proteína de unión a 
calcio centrina podría estar facilitando este proceso [140]. Nuestras observaciones, 
muestran que en células inhibidas con estaurosporina, hay una localización anormal 
de los cuerpos basales como lo evidencia la tinción con anti-calmodulina (figura 45B). 
Lo que soporta la idea  de que los cuerpos basales están implicados en la migración 
nuclear. A partir de datos en la literatura es posible “especular” que la estaurosporina 
este impidiendo la fosforilación de centrina o de alguna otra molécula parte de los 
cuerpos basales. En otros modelos de estudio como Trypanosoma brucei se ha 
reportado que la inhibición de la expresión de centrina1 conduce a un bloqueo de la 
citoquinesis, porque los organelos duplicados no pueden ser segregados 
adecuadamente [189]. Algo similar ocurre en el estadio de amastigotes de 
Leishmania donovani, en donde un mutante para el gen centrina no puede duplicar 
los cuerpos basales y bloquea la citoquinesis [190]. Se ha demostrado en células 
HeLa que centrina es sustrato para la PKA, y que la fosfo-centrina se localiza 
específicamente en los polos del huso mitótico durante la fase G2/M [191]. Llama la 
atención que en Giardia PKA colocaliza con centrina, calmodulina, PP2A y otras 
proteínas en los cuerpos basales. En conclusión los eventos de fosforilación que esta 
inhibiendo la estaurosporina, implican una anormal localización de los núcleos y el 
bloqueo de la citoquinesis del exquizoito.  
 
5.8 Detección de proteínas de unión a calmodulina 
Como se describió en la sección 2.3.3 y 2.3.4 del marco teórico, calmodulina modula 
varios eventos celulares, porque modifica la actividad de muchas proteínas con las 
que interactúa, y que se conocen como proteínas de unión a calmodulina (PuCaM’s). 
En Giardia hasta el momento no se ha reportado con evidencia experimental 
proteínas de unión a calmodulina. A continuación describiremos los resultados de los 
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acercamientos experimentales que llevamos a cabo para detectar PuCaM’s en el 
parásito. 
 
5.8.1 Ensayos de overlay para detectar proteínas inmovilizadas sobre 
membrana. 
Este ensayo consistió en separar por electroforesis SDS-PAGE un extracto de 
proteínas y transferirlo a membrana. Luego, la membrana fue incubada con 
calmodulina biotinilada (gCaM) en presencia y ausencia de calcio. La calmodulina 
unida pudo ser visualizada directamente con estreptavidina-fosfatasa alcalina. Los 
resultados de los primeros experimentos dieron totalmente inespecíficos como se 
presenta en la figura 46 panel A. Al aumentar las condiciones de astringencia de los 
lavados, se eliminaron por completo todas las señales. Intentamos aumentar la 
sensibilidad del overlay detectando indirectamente la calmodulina recombinante 
usando el anticuerpo anti-gCaM, y como método de detección quimioluminiscencia. 
En el panel B de la figura 46 se muestra la optimización de las condiciones de 
detección usando como control la fosfatasa calcineurina (Sigma), que es una 
proteína de unión a calmodulina. En ensayos de dot-blot pusimos 100 ng de 
calcineurina comercial, como control negativo BSA (Albumina serica bovina) y como 
control positivo del western-blot 5 ng de gCaM. La membrana se incubó con gCaM 
con y sin calcio, después de lavar la proteína no unida probamos si la fijación con 
glutaraldehido antes del western-blot mejoraba los resultados. Encontramos que 
efectivamente la fijación mejoraba la sensibilidad, reducía el ruido de fondo y no 
interfería con la especificidad; puesto que la calmodulina se unía específicamente a 
calcineurina en presencia de calcio. Después de tener las condiciones adecuadas se 
realizaron los experimentos sobre extractos de trofozoíto del parásito. Sin embargo, 
no obtuvimos resultados positivos, porque al parecer bajo nuestras condiciones la 
calmodulina sólo reconoce a sus blancos en forma nativa y no denaturada. Esto nos 
condujo a adoptar otra estrategia para aislar PuCaM’s 
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5.8.2 Cromatografía de afinidad 
Realizamos ensayos usando como matriz de afinidad la proteína gCaM inmovilizada 
sobre una resina de estreptavidina agarosa (Invitrogen). Se paso por la columna un 
extracto de proteínas solubles de trofozoíto, con una concentración de calcio de 
1mM. Después de realizar los lavados en presencia de calcio, se eluyeron las 
proteínas unidas a la calmodulina con EGTA 5mM. Como control se realizó un 
experimento en paralelo en las mismas condiciones, excepto porque no se acopló 
gCaM a la resina de estreptavidina agarosa. En la figura 47 se presentan los 
resultados de la cromatografía. 
 
A B 
Figura 46 Overlay con gCaM biotinilada. Panel A detección de gCaM unida a la membrana 
sobre 3X105 trofozoítos completos (carril 1) y sobre 50 g de extracto soluble de trofozoítos 
(carril 2). Panel B  dot-blot Control (C): 100ng de calcineurina, negativo (-): 100ng BSA, 
positivo (+): 5ng de gCaM. La membrana fue incubada con calmodulina biotinilada, después 
de lavar se fijó o no la gCaM unida en presencia o ausencia de calcio y se realizó western-
blot con anti-gCaM (1:20000) anti conejo-HRP (1:20000) y se reveló SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate (Pierce) 
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Los resultados son completamente inespecíficos, lo que indicaba que la resina de 
estreptavidina agarosa retenía inespecíficamente una alta cantidad de proteínas. 
Cambiamos la estrategia e intentamos ensayos de pull-down  
 
5.8.3 Ensayos de afinidad en solución (pull-down) 
Extractos de proteínas solubles de trofozoíto fueron incubados con la proteína 
recombinante gCaM, y luego los complejos gCaM-proteína unida fueron atrapados 
con dos resinas diferentes; la Soft-link (avidina-metacrilato de Promega) y 
Neutravidina (Pierce). Estas resinas no mostraron unión inespecífica comparada con 
la agarosa-estreptavidina. Sin embargo, no se unió ninguna proteína en los primeros 
ensayos que realizamos. Además la resina de Neutravidina unió poca gCaM 
Figura 47 Cromatografía de afinidad para aislar proteínas de unión a calmodulina.  
Gel SDS-PAGE 15% teñido con plata  
M: marcador de peso molecular 
1: Extracto de proteínas 
2: muestra no retenida en la columna de afinidad 
3: muestra no retenida en la columna control 
4: Ultimo lavado de la columna de afinidad 
5: Ultimo lavado de la columna control 
6: eluido 1 de la columna de afinidad 
7: eluido 1 de la columna control 
8: eluido 2 de la columna de afinidad 
9: eluido 2 de la columna control 
124 
 
 
biotinilada por eso la descartamos para los siguiente experimentos, no se presentó el 
mismo inconveniente con la resina Soft-Link,  ya que esta resina se utiliza para 
purificar la gCaM recombinante.  
 
Para estos nuevos ensayos, pensamos que tal vez la presencia de calmodulina 
endógena en el extracto no permitía aislar las proteínas de unión; como se ha 
mostrado antes la calmodulina es una proteína abundante en el parásito. La solución 
fue depletar el extracto de calmodulina endógena, inmunoprecipitándola con el 
anticuerpo anti-gCaM en ausencia de calcio, de ese modo las proteínas de unión al 
complejo calmodulina-calcio quedaron libres en el extracto. Luego, el extracto así 
tratado fue incubado con la proteína recombinante gCaM en presencia de calcio, y 
los complejos fueron atrapados en experimentos independientes con la resina Soft-
link. Las proteínas unidas fueron eluídas retirando el calcio con EGTA 5mM. 
Experimentos control se realizaron en paralelo sin utilizar la proteína recombinante 
gCaM. En la figura 48 se presentan los resultados. Esta estrategia fue exitosa porque 
pudimos retirar casi por completo la calmodulina endógena en ausencia de calcio, 
comparar los carriles 1 y 4 del panel A. La resina Soft-link  atrapó la recombinante 
gCaM en presencia de calcio (comparar carriles 5 y 6 del panel A) e incluso al  retirar 
el calcio con EGTA se eluye parte de la gCaM (carril 8), y por supuesto las proteínas 
unidas a ella. En el carril 2 del panel B se observa que los lavados fueron los 
adecuados antes de eluir y al comparar los eluidos de la resina Soft-link y la resina 
control (carril 3 y 4 panel B) se confirma que hubo unión específica de proteínas 
PuCaM’s.  En el eluído se observan aproximadamente 12 bandas la mayoría son de 
alto peso molecular, mayor a 66 kDa. Con un asterisco se señala la proteína 
recombinante gCaM que también aparece en el eluído.  De estas proteínas que 
eluyeron se seleccionaron algunas para ser analizadas por espectrometría de masas, 
como se describe a continuación. 
 
 
 
 
 
125 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.8.4 Identificación de algunas proteínas de unión a calmodulina por 
espectrometría de masas MALDI-TOF. 
 A partir de un gel separado en una sola dimensión aislamos cuatro bandas, 
denominadas en orden descendente (M0 a M3) con base en su peso molecular. 
Estas proteínas fueron analizadas de la forma descrita en la sección 4.8 de 
Figura 48 Experimento de pull-down para aislar PuCaM’s.  
Panel A western-blot para confirmar que efectivamente se retiró la calmodulina endógena 
inmunoprecipitándola.  
Carril 1: extracto original sin calcio 
Carril 2: último lavado de la proteína A-anti-gCaM  
Carril 3: el inmunoprecipitado proteína A- anti-gcaM 
Carril 4: el extracto después de la inmunoprecipitación (depletado) 
Carril 5: el extracto depletado con calcio 1mM  más la proteína recombinante gCaM   
Carril 6: la gCaM en el sobrenadante (en exceso) que no se unió a la resina Soft-link 
Carril 7: último lavado de la resina soft-link 
Carril 8: eluído con EGTA de la resina soft-link-gCaM 
Panel B Gel teñido con plata de los resultados del pull-down 
Carril M: Marcador de peso molecular 
Carril 1: el extracto repletado de calmodulina 
Carril 2: ultimo lavado de la resina soft-link-gCaM antes de eluir  
Carril 3: eluido con EGTA 5mM de la resina Soft-link-gCaM 
Carril 4: eluido de la resina control Soft-link 
M0-M3 : las bandas que fueron analizadas por MALDI-TOF 
* señala la proteína recombinante gCaM 
A B 
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materiales y métodos, y en la sección 5.5 de resultados y discusión. En la figura 49 
se presentan los espectros de masas obtenidos para estas proteínas y en la tabla 5 
se resumen los resultados para cada muestra después del análisis hecho con el 
programa MASCOT en Matrix Science. 
 
Muestra 
Score 
MASCOT 
No 
acceso 
Nombre 
proteína 
PI 
teórico 
PM   
experimental 
PM 
teórico 
M0 82 Q962Q0 GASP-180 4.4 ~200.000 179.163 
M1 83 Q27662 PPDK 6.31 ~100.000 97.581 
M2 72 Q8I856 
ALFA 
TUBULINA 5.35 ~50.000 48.876 
M3 72 Q7PD72 
HISTONA 
H4 10.75 ~10.000 11.093 
*Las proteínas identificadas presentaron un significativo hit (p<0.05) en el programa MASCOT 
Tabla 5 Resumen del análisis de los datos de masas de las PuCaM’s aisladas 
por pull-down  
 
Identificamos las proteínas así: la muestra con un peso molecular aproximado de 
200kDa corresponde a GASP-180. Esta proteína fue caracterizada en 2005 por 
Elmendorf y colaboradores [192], es una proteína del citoesqueleto de 180 kDa que 
se localiza principalmente en los axonemas de los flagelos anteriores del  parásito y 
débilmente en los axonemas de los otros flagelos, por esta razón su nombre GASP-
180 (Giardia Axoneme aSsociated Protein 180 kDa). Los investigadores encontraron 
que pertenece a una familia de proteínas de Giardia que presentan una característica 
única, poseen dominios repetidos de ankirina (5) en el extremo amino y un gran 
dominio “coiled-coil” en el carboxi terminal. Aunque estos dos tipos de dominios son 
muy comunes en proteínas, el que se encuentren juntos en una secuencia es algo 
inusual. Le confieren a la proteína una estructura rígida del tipo “head-stalk”. 
Después de caracterizar a GASP-180, hicieron una búsqueda de homólogos usando 
la base de datos del genoma de Giardia y encontraron 14 genes adicionales que 
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presentaban la misma estructura. Por esta razón proponen que hay una familia de 
proteínas de este tipo en el parásito. Los autores no pudieron establecer si la unión 
de GASP-180 a los microtúbulos de los axonemas ocurre directamente o a través de 
alguna proteína adaptadora. Con base en su localización y estructura proponen que 
GASP-180 puede estar implicada en el movimiento flagelar. 
 
La muestra denominada  M1 fue identificada como la enzima piruvato fosfato 
dikinasa (PPDK EC 2.7.9.1) que tiene un peso molecular de 97,6 kDa. Esta enzima 
cataliza la formación de piruvato (P) a partir de fosfoenolpiruvato (PEP) usando 
pirofosfato como donor de fosfato. Se ha mostrado en estudios de inhibición del gen 
con una ribozima, que PPDK es el principal factor generador de energía a partir de 
glucosa en los trofozoítos de Giardia [193]. Esta enzima cataliza la producción de 2.5 
veces más ATP (5 moléculas) que la catalizada en la glicólisis “estándar” por la 
piruvato kinasa (PK). Este incremento en la producción de energía puede ser crucial 
en condiciones de escasez energética [194].  La PPDK  ha sido descrita en otros 
protistos anaerobios, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, y  Streblomastix 
strix; en estos organismos al igual que en Giardia la PPDK se encuentra en el citosol 
junto con la enzima piruvato kinasa. También esta presente en plantas y en 
trypanosomátidos, pero en estos casos se encuentra aislada en compartimentos 
diferentes (cloroplastos y glicosomas). En plantas cataliza la reacción inversa 
regenerando PEP, y en Trypanosoma recicla el pirofosfato reemplazando a la 
pirofosfatasa.  Hasta el momento ningún reporte en la literatura, ha descrito que 
PPDK es una proteína de unión a calmodulina.   
 
La muestra M2 fue identificada como  tubulina, los heterodimeros de  tubulina 
son la unidad estructural que forma los microtúbulos, componentes básicos del 
citoesqueleto de todas las células eucariotes. Los microtúbulos son importantes en la 
movilidad celular porque están presentes en cilios y flagelos, en división celular 
porque forman parte de las fibras del huso mitótico y en el establecimiento de la 
arquitectura celular (revisado en [15]). En Giardia se estableció que los dos isotipos 
de tubulina son objeto de las modificaciones descritas para eucariotes superiores; 
son poligliciladas, glutamiladas y la alfa tubulina es acetilada [195]. En Giardia alfa 
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tubulina se encuentra formando parte de los axonemas de los flagelos, del disco 
ventral y de los cuerpos medianos. En cuanto a la interacción entre calmodulina y 
tubulina, estudios pioneros realizados en la década de los 80’s indicaron que las dos 
proteínas interactuaban. El primer reporte, es del año 1980 en donde describen que 
pueden aislar calmodulina a partir del protozoario Tetrahymena pyriformis usando 
una columna de afinidad de tubulina-sefarosa [196].  Sin embargo, estudios 
posteriores realizados en fracciones citosólicas de cerebro de rata mostraron que no 
hay una interacción directa, sino a través de la kinasa II dependiente de calmodulina 
[197] y de otras proteínas asociadas a microtúbulos como la MAP-2 y la proteína tau 
[198]; en plantas una proteína motor similar a kinesina de unión a calmodulina 
también interactúa con tubulina [199].  
 
La muestra M3 fue identificada como la histona H4. Las histonas son proteínas 
estructurales importantes en la organización del ADN y la regulación genética en 
eucariotes. Se clasifican en cinco tipos principales H2a, H2b, H3, H4 y la histona H1. 
Son proteínas altamente conservadas, debido a su función universal. En Giardia las 
proteínas parte del “core” no son la excepción, siendo la histona H4 la más 
conservada [200]. Sin embargo, llama la atención que no se ha detectado el gen para 
la histona H1 aunque ya se terminó de secuenciar el genoma del parásito [201]. En la 
literatura solo hay un reporte sobre la unión de la histona H2b a  calmodulina en 
geles denaturantes en presencia de calcio. Sin embargo, no parece ser una unión 
que ocurra in vivo [202]. 
 
A continuación presentamos un análisis bioinformático de las proteínas identificadas,  
con el objeto de detectar los posibles sitios de unión a calmodulina en estas 
secuencias. 
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Figura 49 Espectros de masas de las proteínas de unión a calmodulina aisladas de trofozoítos. Los espectros fueron 
marcados (M0-M3) con las mismas convenciones utilizadas en la figura 48.  Los números indican el valor de m/z de los picos más 
fuertes del espectro. 
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5.8.5 Análisis bioinformático de las PuCaM’s aisladas de trofozoítos de Giardia 
intestinalis 
Realizamos un análisis computacional a las cuatro proteínas aisladas e identificadas, 
intentando detectar posibles sitios de unión a calmodulina en cada secuencia. 
Usamos un algoritmo disponible en la base de datos de blancos de calmodulina 
(Calmodulin Target Database), y la herramienta de predicción “búsqueda del sitio de 
unión” y “análisis del sitio de unión” en la dirección 
http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/pub_pages/general/index.htm. 
Estos programas evaluaron criterios que incluyen hidrofobicidad, propensidad a 
formar α-hélices, y carga de los residuos, entre otros. Que son características 
importantes, ya que como se mencionó en la sección 2.3.3 del marco teórico; las 
regiones de unión a calmodulina en general se caracterizan por tener una longitud 
promedio de 20 aminoácidos, con la presencia de varios residuos hidrofóbicos, 
residuos cargados positivamente y la casi total ausencia de ácido glutámico y 
aspártico. Estas regiones frecuentemente forman una estructura de alfa-hélice básica 
anfipática con los residuos básicos e hidrofóbicos agrupados en las caras opuestas 
de la hélice [203]. El programa primero compara la secuencia  con la base de datos 
de PuCaMs, si no encuentra secuencias similares empieza a elaborar el análisis. 
Ninguna de las cuatro secuencias (GASP 180, PPDK, α-Tubulina, H4) tenía 
homólogos en la base de datos.  
 
A continuación se presentan los resultados del análisis para la proteína GASP180 
(1627aa). En esta secuencia se encontraron dos posibles sitios de unión, el primero 
localizado entre los aminoácidos 121 a 138 y un potencial sitio IQ desde el 
aminoácido 605 hasta el 624. Aunque el “score” asignado a este último sitio es muy 
bajo (como se muestra en la figura 50), lo que lo hace muy dudoso. Después de que 
se ha localizado un posible sitio de unión, la secuencia de esa región es analizada en 
detalle y se genera un gráfico “helical wheel projection” que permite ver si la región 
puede plegarse formando una α-hélice. En la figura 50 se observa que la primera 
región forma una hélice anfipática, en tanto que el posible dominio IQ no lo hace.  
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Figura 50. Análisis de la secuencia GASP180 para dominios de unión a calmodulina. 
En la parte izquierda se muestra la secuencia de la proteína GASP180 y los números 
debajo de ella denotan el “score” que le asignó el programa de búsqueda de dominios de 
unión a calmodulina, el valor mínimo es 0 y el máximo es 9. La región resaltada con los 
números en azul destaca un posible sitio de unión. A la derecha de la figura se muestran los 
diagramas “helical wheel” para la primera región (121-138 aa) en la parte superior y para el 
posible dominio IQ (605-624 aa) en la parte inferior. Allí aparece la convención de colores 
para los aminoácidos, y la secuencia analizada. 
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Para la PPDK (884 aa) se encontraron dos posibles sitios de unión el primero entre 
los aminoácidos 345 al 352 y el segundo desde el 863 hasta el 883 en la figura 51 se 
presentan las proyecciones  para las dos regiones analizadas.  La primera región 
aunque bastante corta (8 aa) presenta todos los residuos positivos agrupados a un 
lado de la alfa hélice. No es tan evidente esta disposición en la segunda región, sin 
embargo tres de los cuatro residuos cargados positivamente se ubican hacía un lado 
de la hélice.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PPDK 
Αlfa-Tubulina Histona H4 
Figura 51. Análisis de las posibles regiones de unión a calmodulina en las 
secuencia piruvato fosfato dikinasa (PPDK), alfa-tubulina, e Histona H4.  se 
muestran los diagramas “helical wheel” para cada una de las regiones,  allí aparece la 
convención de colores para los aminoácidos y la secuencia analizada. 
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Para la α-tubulina (439 aa) se encontró un posible dominio en la región desde el 
aminoácido 327-342, y puede potencialmente plegarse como alfa-hélice antipática 
como se muestra en la figura 51. En la secuencia de la histona H4 se encontró un 
posible sitio (40-47aa), aunque sólo posee dos aminoácidos de carácter básico. 
 
En conclusión, en las cuatro secuencias identificadas como proteínas de unión a 
calmodulina en Giardia, pudimos identificar por bioinformática potenciales regiones 
responsables de la unión.  Como se mencionó antes ninguna de estas proteínas ha 
sido previamente reportada como PuCaM. Sin embargo, somos cautelosos, porque 
como se describió en el caso de tubulina no podemos asegurar que la interacción 
sea directa. Nosotros presentamos aquí evidencia de que calmodulina puede estar 
regulando procesos a nivel de citoesqueleto del parásito, específicamente en 
movimiento flagelar dado que dos de las proteínas de unión identificadas, GASP180 
y α-Tubulina, son proteínas estructurales de los axonemas. En lo que respecta a la 
proteína PPDK, es muy interesante la posibilidad que sea regulada por el sistema 
calcio-calmodulina; puesto que como se mencionó antes, se ha demostrado que esta 
enzima es muy importante en la producción de energía a partir  de glucosa en los 
trofozoítos del parásito. Se sabe que en otros organismos enzimas del metabolismo 
son reguladas por calmodulina, ej: la fosfofructokinasa y la fosforilasa kinasa. En el 
futuro pensamos realizar un estudio bioquímico de actividad enzimática, para 
confirmar la regulación de la PPDK por parte de calmodulina en Giardia. En cuanto a 
la histona H4, también será fundamental confirmar la interacción con calmodulina. 
Debido a que en los experimentos de inmunolocalización no observamos 
calmodulina en los núcleos. Pero, no podemos descartar su presencia, puede que si 
haya pero en poca cantidad. En resumen, pudimos aislar e identificar cuatro 
proteínas de unión a calmodulina en el estadio de trofozoíto. No podemos asegurar 
que la interacción con calmodulina sea directa, puede ser indirecta a través de otra 
proteína pero es dependiente de calcio. 
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6. CONCLUSIONES 
Pudimos establecer importantes aspectos moleculares en la diferenciación del 
parásito Giardia intestinalis, con especial énfasis en el proceso de exquistación.  
Esto lo logramos, con un sencillo método de purificación que nosotros diseñamos y 
nos permitió aislar quistes viables a partir  de muestras de pacientes.  
 
Con quistes in vivo pudimos realizar experimentos de exquistación que fueron 
altamente eficientes y nos permitieron determinar: 
- El proceso de exquistación no es dependiente de síntesis de novo de proteínas. 
- Que durante la exquistación se presentan notables cambios en el patrón de 
proteínas fosforiladas solubles. Específicamente la proteína de señalización  
14-3-3 y la proteína chaperona Hsp70. 
- En la fase II de la exquistación hay eventos de fosforilación dependientes de la 
actividad serina-treonina kinasa, indispensables para que los núcleos puedan 
relocalizarse y se finalice la división celular (citoquinesis) del exquizoíto. 
 
Los acercamientos tanto experimentales como de bioinformática para detectar 
proteínas de unión a calcio en Giardia, nos indicaron que son pocas. 
Específicamente las proteínas de la familia EF-hand, sin embargo, encontramos que 
pueden estar regulando vías de señalización claves como la dependiente de la 
fosfatasa 2A. Pensamos que la señalización dependiente de calcio en este 
organismo se basa en la proteína moduladora calmodulina que puede ampliar la vía 
de señalización. 
 
Para tener un panorama amplio, que nos permitiera ver el papel de calmodulina en 
los procesos de diferenciación; enquistación y exquistación. Evaluamos la expresión 
del gen, de la proteína y su localización celular.  
- Confirmamos que a diferencia de lo que ocurre con la mayoría de organismos, la 
calmodulina de Giardia es una proteína  bastante divergente. Esto hizo necesario 
que desarrolláramos un anticuerpo altamente específico para poder detectarla. 
- Determinamos que el gen es regulado durante la diferenciación, aunque los 
cambios son más notables durante la exquistación. 
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-Los cambios en la expresión del gen no correlacionan con el nivel de proteína, la 
cual se expresa en altos niveles y en forma constante durante el ciclo de vida 
completo del parásito. 
-La calmodulina se localiza en el citoplasma de los trofozoítos y se concentra 
fuertemente en los cuerpos basales de los flagelos. En quistes presenta una 
distribución similar, pero adicionalmente se concentra en los axonemas de los 
flagelos.  
- Documentamos la localización de calmodulina durante los procesos de 
diferenciación, y obtuvimos imágenes que son  información muy valiosa. 
- Aislamos e identificamos de extractos solubles de trofozoítos cuatro proteínas de 
unión a calmodulina. Dos proteínas del citoesqueleto GASP180 y α tubulina, que 
indican que el sistema calcio-calmodulina esta implicado en el movimiento flagelar. 
La enzima PPDK, que señala que calmodulina puede estar modulando importantes 
reacciones metabólicas y la histona H4 que abre la posibilidad de que calmodulina  
también tenga un papel regulador dentro del núcleo.   
 
Confirmamos, como lo intuíamos que los quistes in vitro presentan grandes 
diferencias con los quistes obtenidos de pacientes o in vivo. Podemos mencionar: 
- su capacidad de exquistar  
- su dependencia de proteasas externas para liberarse de la pared del quiste.  
- su perfil de proteínas totales 
- su patrón de proteínas fosforiladas 
- su patrón de proteínas de unión a calcio 
- las modificaciones en la proteína Hsp70 
- los niveles de la proteína CWP1 
 
Realizamos un aporte significativo de conocimiento nuevo sobre la biología molecular 
del parásito protozoario Giardia intestinalis 
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